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 Uno de los campos de Medicina Regenerativa que más expectativas ha creado 
dentro de la terapia celular ha sido su aplicación en Cardiología. 
 Los efectos de la terapia celular sobre la Miocardiopatía Dilatada han sido 
investigados en modelos preclínicos en los que el tipo celular administrado ha sido 
diferente en cada estudio. 
 A pesar del gran número de estudios preclínicos realizados, de la extensa 
variedad de modelos animales de MCD diseñados, de los tipos celulares y dosis 
administradas, de las vías de administración utilizadas, de los tiempos de evaluación 
considerados y de los parámetros seleccionados para la determinación del grado de 
recuperación de la MCD, resulta necesario el diseño de un estudio que incluya criterios 
de evaluación comunes y permita realizar un análisis comparativo de la eficacia de los 
distintos tratamientos celulares administrados en la recuperación del daño causado por 
la MCD. 
 El conocimiento generado a partir de estos resultados podría ser trasladado a la 




 El objetivo principal del presente estudio consiste en comparar in vivo los 
efectos de la inyección intramiocárdica de células mononucleadas derivadas de médula 
ósea (CMNs), de células mesenquimales derivadas de médula ósea (MSCsMO) y de 
células mesenquimales derivadas de tejido adiposo (MSCsTA) sobre la recuperación 
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funcional y morfoestructural del tejido cardiaco dañado por la MCD inducida en un 
modelo murino autólogo. 
 
Material y Métodos 
 
 Se ha desarrollado una primera fase in vitro en la que se han caracterizado 
morfológicamente por microscopía electrónica y fenotípicamente por citometría de 
flujo los tres tipos celulares seleccionados en este estudio: CMNs, MSCsMO y 
MSCsTA. 
 Las MSCs han sido además caracterizadas funcionalmente mediante la 
determinación del potencial de diferenciación adipogénico, osteogénico y 
condrogénico y de la cuantificación del factor de crecimiento del endotelio vascular 
tipo A (VEGF-A), del factor de crecimiento de fibroblastos-tipo 2 (FGF-2) y del factor 
de crecimiento transformante-β1 (TGF-β1) secretados al medio de cultivo. A partir de 
esta caracterización han sido seleccionados los pases de cada población de MSCs con 
características morfo-funcionales más homogéneas para ser administradas como 
tratamiento en la fase in vivo del estudio. 
 En esta segunda fase in vivo se han comparado los efectos de la inyección 
intramiocárdica de CMNs, de MSCsMO y de MSCsTA en la recuperación de la 
función cardiaca y en la reorganización, tanto a nivel histológico como ultraestructural, 
del tejido cardiaco dañado en un modelo de MCD en rata.  
Para este estudio se han utilizado ratas Wistar isogénicas, unas como donantes de los 
diferentes tipos celulares y otras como receptoras de dichas células administradas como 
tratamiento de la MCD autoinmune inducida, emulando un modelo de trasplante 
autólogo. 
 Todos los animales incluidos en el estudio fueron randomizados en cuatro 
grupos el día 0: Grupo placebo, grupo CMNs, grupo MSCsTA y grupo MSCsMO. Los 
diferentes tratamientos fueron administrados por vía intramiocárdica el día +42 del 
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estudio. Se han realizado ecocardiografías seriadas para evaluar la función cardiaca el 
día 0, +42 y +70 del estudio. 
 Los corazones obtenidos tras el sacrificio de todos los animales, día +70, fueron 
procesados para el análisis histológico y ultraestructural del tejido cardiaco. Los 
niveles séricos del péptido natriurético tipo B (BNP) han sido cuantificados en los días 
0, +42 y +70 del estudio, y los del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 




 Respecto a la caracterización in vitro de la población de CMNs, en el análisis 
fenotípico de las distintas alícuotas se observó que los marcadores CD34 y CD117 se 
presentaron en menos del 10% de la población, el marcador CD45 en más del 50% y el 
marcador CD133 en menos del 1% de la población de CMNs analizadas. A nivel 
ultraestructural, todas las alícuotas de CMNs analizadas fueron morfológicamente 
similares, con características intracelulares normales y constituidas por dos 
subpoblaciones principales: monocitos y linfocitos. 
 Respecto al estudio in vitro realizado a la población de MSCsMO y de 
MSCsTA, se determinó que los pases de cultivo que presentaron un fenotipo verdadero 
de célula mesenquimal fueron los pases 2 y 5 para la población de MSCsMO, y los 
pases 2, 3, 4 y 5 para la población MSCsTA. Respecto a la capacidad de diferenciación 
a las tres principales líneas mesodérmicas, se observó que la población de MSCsMO 
presentaba máxima capacidad de diferenciación a adipocitos y osteocitos en pase 2 de 
cultivo mientras que la población de MSCsTA la presentó en pase 5. La capacidad de 
diferenciación a la línea condrocítica fue muy similar en las dos poblaciones siendo 
máxima en ambos casos en los pases 4 y 5. A nivel ultraestructural, el análisis de las 
poblaciones seleccionadas para ser administradas como tratamiento en el estudio in 
vivo, MSCsMOp2 y MSCsTAp5, mostró que ambas eran morfológicamente similares, 
con características intracelulares normales.  
Resumen 
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 En la cuantificación de los factores secretados por las MSCs a lo largo de los 
diferentes pases de cultivo se demostró que, independientemente del origen medular o 
adiposo, las MSCs expandidas in vitro poseen una capacidad de secreción de VEGF, 
TGF-β1 y FGFb muy similar en todos los pases de cultivo, sin diferencias significativas 
entre ellas. 
 En el estudio in vivo realizado se observó que las MSCsMO mejoraron 
significativamente todos los parámetros de función ventricular excepto los 
relacionados con las dimensiones cardiacas en fase diastólica. Además, en los animales 
tratados con MSCsTA se observó un incremento final de la fracción de eyección (FE) 
del ventrículo izquierdo (VI) y la fracción de acortamiento (FA) superior al observado 
en los animales tratados con CMNs o placebo. Sin embargo esta mejoría final 
observada el día +70 no resultó significativa respecto a sus propios valores observados 
el día +42, punto de máximo daño. 
 Respecto al examen histológico, las diferencias observadas entre los grupos 
tratados concordaron con los resultados obtenidos en la recuperación de la función 
cardiaca final. Así las muestras de tejido cardiaco procedentes de ratas tratadas con 
MSCsMO mostraron abundantes fibras cardiacas morfológicamente normales, en 
contraste con la elevada presencia de fibras en estadío necrótico observadas en el tejido 
cardiaco procedente del grupo tratado con placebo. Las muestras derivadas de los 
animales tratados con MSCsTA o CMNs mostraron niveles intermedios de daño. 
El análisis de la ultraestructura de las fibras cardiacas confirmó los resultados 
histológicos previamente descritos.  
 Respecto al análisis cuantitativo de las fibras de colágeno, el tejido cardiaco 
procedente de animales tratados con MSCsTA presentaba un porcentaje de fibras de 
colágeno muy elevado y similar al del grupo control. Los animales tratados con CMNs 
mostraron un porcentaje de fibras de colágeno significativamente inferior al obtenido 
en el grupo control y los tratados con MSCsMO mostraron una reducción aún mayor. 
 En el análisis de la microvasculatura del miocardio,  el recuento de pequeños 
vasos por cada campo de alta resolución analizado resultó significativamente mayor en 
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el grupo de animales tratados con MSCs respecto al recuento obtenido en el grupo 
tratado con CMNs y en el placebo. 
 La concentración sérica de VEGF presentó un pico significativo en el grupo 
tratado con CMNs en las primeras 24 horas tras la administración del tratamiento, día 
+43, no mantenido a lo largo del tiempo. Sin embargo la inyección de los dos tipos de 
MSCs produjo niveles persistentemente elevados de VEGF hasta el día +70, final del 
estudio. 
 La concentración sérica final de BNP resultante en los grupos de animales 
tratados con MSCs fue más reducida que la obtenida en los grupos control y CMNs, 




 El presente estudio demuestra que la inyección intramiocárdica de MSCs 
derivadas de MO y de TA posee un efecto más beneficioso sobre la recuperación 
funcional cardiaca y la neovascularización que la inyección de CMNs en un modelo de 
MCD desarrollado en rata. Además, las MSCsMO poseen un mayor efecto 
antifibrótico y de remodelado de las fibras cardiacas que los otros tipos celulares 














 Application of Cell Therapy in heart failure has generated high expectations in 
Regenerative Medicine. 
Effects of cell therapy on dilated cardiomyopathy (DCM) have been investigated in 
preclinical models using distinct cellular types in each study. However, the large 
heterogeneity regarding the animal models, the cell types and the cell doses, the 
administration route and the study end-points selected, makes it difficult to obtain a 
robust conclusion about which cell type and in which culture passage, if any, is the 
most effective in improving damaged cardiac function due to DCM. So, it is necesary 
to desing a single study that compares the effectiveness of different cell types 
administration in improving damaged cardiac function due to DCM .The knowledge 
generated from these results could be transferred to clinical practice, main goal of 




 The aim of the present work was to compare the effects of intramyocardial 
injection of Bone Marrow (BM)-Mononuclear Cells (MNCs), BM-Mesenchymal Stem 
Cells (MSCs) and Adipose Tissue (AT)-MSCs on heart function, histological 
organization and myocardial ultrastructure in a model of DCM in rats. 
 
Material and Methods 
 
 In a first in vitro phase, BM-MNCs, BM-MSCs and AT-MSCs were 
characterized morphologycally by electron microscopy and phenotypically by flow 
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cytometry. Furthermore, MSCs were functionally characterized through the assesment 
of adipogenic, osteogenic and chondrogenic differentiaton capacity and the 
quantification of secreted factors to the culture medium. From these characterizations, 
the most homogeneous culture passage from each cell population was selected to be 
injected as MCD treatment 
In a second in vivo phase, it was compared the effects of intramyocardial injection of 
BM-MNCs, BM-MSCs and AT-MSCs on heart function recovery, on histological 
reorganization and myocardial ultrastructure in a rat model of DCM. Isogenic Wistar 
rats were used to isolate the different cell types and to induce DCM by autoimmune 
myocarditis. Animals, on day 0, were randomly assigned to receive BM-MNCs, BM-
MSCs, AT-MSCs or placebo. The different treatments were administered at day 42 by 
intramyocardial inyection. Serial echocardiography was used to assess cardiac function 
and hearts obtained after sacrifice, at day 70, were used for histological and 
ultrastructural analysis. Serum levels of Type B-Natriuretic Peptide (BNP) were 
quantified on day 0, +42 and +70 and Vascular Endothelial Growth-Factor (VEGF) 
serum levels on days 0, +42, +43 and +70. 
Results 
 
 Respect to phenotype characterization, BM-MNCs population expressed CD34 
and CD117 markers in less than 10% of population, CD45 marker in more than 50% of 
population and CD133 marker in less than 1% of population analized, in the 
phenotypic assesment. 
At ultrastructural level, BM-MNCs showed normal intracelular characteristics. Two 
cell subpopulations were clearly distinguished: monocytes and lymphocytes. 
Respect to phenotpype characterization of MSCs, it was observed that BM-derived 
cells showed typical phenotype of mesenchymal cell in passages 2 and 5, and AT-
derived cells showed it in passages 2, 3, 4 y 5. 
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The maximum adipogenic and osteogenic differentiation capacity were observed in 
passage 2 for BM-MSCs and in passage 5 for AT-MSCs. The chondrogenic 
differentiation capacity was similar in both MSCs populations. 
At ultrastructural level, BM-MSCs in passage 2 and AT-MSCs in passage 5 showed 
similar intracelular characteristics. 
MSCs derived from BM and AT showed similar secretion capacity of VEGF, TGF-β1 
and FGFb in all passage culture, without significant differences. 
 Regarding to in vivo study, echocardiographic analysis demonstrated that BM-
MSCs were able to improve every parameter of the cardiac function except those of 
diastolic dimensions. Moreover AT-MSC treated group reach a more slight 
improvement in ejection fractions (EF) and fractional shoterning (FS) than BM-MNCs 
and placebo treated groups. Although this final improvement observed on day +70 
were non-significant respect to pre-treatment values at day +42. 
Histological exam of hearts tissue showed differences between groups concordated 
with cardiac function recovery results. Though, heart sections from BM-MSC treated 
rats showed mainly normal cardiac fibers in strong contrast with control group that 
exhibited mostly degenerative necrotic cardiac fibers. Hearts from AT-MSC and BM-
MNC treated animals showed an intermediate level of damage between that observed 
in controls and in animals treated with BM-MSCs.  
The ultrastructure analysis seems to corroborate the histological findings.  
The quantitative analysis of collagen fibers included in cardiac tissue demonstrated that 
AT-MSC treated animals had a higher percentage of collagen, similar to controls. BM-
MNC treated group showed a significant reduction of fibrosis in comparison to 
controls. This reduction was even more evident in animals treated with BM-MSCs. 
Regarding the myocardial microvasculature, the number of small vessels per high 
power field analized was significantly higher in hearts of animals treated with MSCs 
than in those treated with BM-MNCs and controls. 
VEGF serum concentration showed a significantly higher peak at the first 24 hours 
after BM-MNCs injection but these levels were not maintained on the time. Although 
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the injection of MSCs maintained increased VEGF serum levels during four weeks 
after cell injection, until the animals sacrifice on day +70. 
Final BNP serum levels in controls and in BM-MNCs treated animals remain 





 The present study demonstrate that intramyocardial injection of MSCs derived 
from BM and AT improves left ventricular function and induces more 
neovascularization than BM-MNCs in a DCM rat model. In addition, BM-MSCs have 
much better antifibrotic effects and more ability to reorganize myocardial tissue 
compared to the other cell types. This improvement correlates with changes at the 
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APC   Aloficocianina 
BNP   Péptido natriurético atrial-tipo B 
CE   Células de carcinoma embrionario 
CMNs   Células mononucleadas 
CSCs   Células troncales cardiacas residentes 
DE   Desviación estándar 
DFD   Diámetro final diastólico 
DFS   Diámetro final sistólico 
DMSO   Dimetil sulfóxido 
ELISA   Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas 
EPCs   Células progenitoras endoteliales 
ESCs   Células madre embrionarias pluripotenciales 
FA   Fracción de acortamiento 
FBS   Suero fetal bovino 
FE   Fracción de eyección 
FGFb   Factor de crecimiento derivado de fibroblastos-tipo b 
FGF-2   Factor de crecimiento de fibroblastos-tipo 2 
FITC   Isocianato de fluoresceína 
FSC   Tamaño población celular 
HIF-1α   Factor inducible de hipoxia-1α 
H/E   Hematoxilina/eosina 
HPF   Campos de alta resolución 
HSCs   Células hematopoyéticas 
HURS   Hospital Universitario Reina Sofía 
IL-4   Interleuquina 4 
IM   Intramiocárdica 
IMIBIC   Instituto Maimónides de Investigación Biomédica de Córdoba 
INH   Inhalatoria 
IP   Intraperitoneal 
iPSCs   Células madre pluripotentes inducidas 
IV   Intravenosa 
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KCl   Cloruro potásico 
MAPCs   Células progenitoras multipotenciales adultas 
MCD   Miocardiopatía dilatada 
MO   Médula ósea 
MSCs   Células mesenquimales del estroma 
MSCsMO  Células mesenquimales derivadas de MO 
MSCsMOp2  MSCsMO en pase 2 de cultivo 
MSCsTA  Células mesenquimales derivadas de tejido adiposo 
MSCsTAp5  MSCsTA en pase 5 de cultivo 
NK   Células citotóxicas o natural killer 
PBS   Tampón fosfato salino 
Pc   Peso corporal 
PCo   Peso del corazón 
PD   Tasa de duplicación de la población celular 
PE   Ficoeritrina 
SCAI   Servicio Central de Apoyo a la Investigación 
SF   Suero fisiológico 
SP   Sangre periférica 
SPs   Side population cells 
SSC   Complejidad granular citoplasmática 
TA   Tejido adiposo 
TCSCs   Células troncales comprometidas con el tejido 
TGF-β   Factor de crecimiento transformante-β 
TGF-β1   Factor de crecimiento transformante-β1 
TNF-α   Factor de necrosis tumoral-α 
TNS   Solución neutralizante 
TSG-6   Factor de necrosis tumoral-6 
VEGF   Factor de crecimiento del endotelio vascular 
VEGF-A  Factor de crecimiento del endotelio vascular tipo A 
VFD   Volumen final diastólico 
VFS   Volumen final sistólico 
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VI  Ventrículo izquierdo 
VSELs  Células troncales embrionarias-like  
α-SMA  α-Actina de músculo liso 












1.-TERAPIA CELULAR Y MEDICINA REGENERATIVA 
 El avance producido en los últimos años en el conocimiento de la Biología 
Celular de las células madre, o células troncales, ha permitido su aplicación como 
tratamiento de diversas enfermedades, demostrándose su capacidad para la 




 El término “Medicina Regenerativa” fue acuñado por primera vez en el año 
2004 por el Dr. William Haseltine. A partir de entonces ha sido considerada como área 
emergente y multidisciplinar de la Biomedicina 
1
. 
 La Medicina Regenerativa está integrada tanto por la investigación básica 
como por la clínica y está enfocada hacia la reparación y regeneración de células, 
tejidos y órganos dañados como consecuencia de enfermedades, defectos congénitos,  
trauma y/o envejecimiento. Abarca áreas tan diversas como la Biología del Desarrollo 
y la Biología Química, la Terapia Celular y Génica, la Ingeniería de Tejidos, la 




 La regeneración de tejidos y órganos no es un concepto nuevo. Ya en el siglo 
VIII a. C., Hesíodo describe en su Teogonía el mito del gran Titán en el que narra 
cómo Prometeo, tras robar el fuego, fue castigado por Júpiter a ser encadenado y su 
hígado ser extirpado por un águila llamada Ethon todos los días durante los 30.000 
años que duró el castigo, regenerándose su hígado todas las noches hasta que fue 
liberado por Hércules. En este mito observamos cómo los antiguos griegos ya eran 
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conscientes de la capacidad de regeneración del hígado al que llamaron inicialmente 
“hepar” (del griego hēpar: ήπαρ) o “hē-paomai” (en griego: ηπάομαι) que significa 
"reparar uno mismo”.  
 
 Más tarde, en el siglo IV a. C., Aristóteles (384 a. C.-322 a. C.) en su obra 
“Historia Natural” 2 afirmó que los animales poseían un mayor potencial de 
regeneración durante las primeras etapas de su desarrollo. Para demostrarlo describió 
detalladamente el proceso de regeneración de las extremidades de la salamandra y de 
las astas de los ciervos. 
 
 Varios siglos después, y continuando con la eterna búsqueda del hombre por el 
reemplazo de tejidos dañados, encontramos “El milagro del trasplante de la pierna 
negra” 3, descrito por el dominico italiano Santiago de la Vorágine (1230-1298), en el 
cual se narra la historia de un devoto hombre a quien los santos mártires Cosme y 
Damián le trasplantaron, mientras dormía, su pierna gangrenada por la de una persona 
difunta de raza negra. 
 
 Continuando con el análisis de la Historia de la Regeneración, la primera teoría 
que se fue postulada sobre el mecanismo de regeneración que se producía en tejidos y 
órganos se denominó “Teoría Preformista”. Esta teoría, ya defendida por Demócrito en 
la antigua Grecia, sobre el siglo IV a. C., afirmaba que los organismos y apéndices al 
nacer o al ser regenerados preexisten como miniaturas en el sitio de interés. 
Esta teoría, que se mantuvo durante siglos, tuvo su mayor auge entre la segunda mitad 
del siglo XVII y primera mitad del siglo XVIII, momento en el que surgió la “Teoría 
de la Epigénesis” de origen aristotélico según la cual “la forma biológica ordenada se 
origina a partir de la materia indiferenciada amorfa que por un proceso de 
ordenamiento es  capaz de dar vida” 4. A finales del siglo XVIII la epigénesis ganó 





 Con el desarrollo del conocimiento de la biología de los tejidos, en el año 1839 
el botánico Jakob Schleiden (1804-1881) y el zoólogo Theodor Schwann (1810-1882) 
definieron la “Teoría Celular”, soporte fundamental de la actual Biología Celular. 
Según esta teoría los seres vivos son células o están formados por ellas, considerando 
la célula como la unidad básica estructural, funcional y principal de la vida. 
 
 En 1858, el patólogo Rudolf L. K. Virchow (1821-1902) confirmó esta teoría 
afirmando que “omnis cellula e cellula”(Toda célula procede de otra célula) y 
estableció la idea de que las células son las unidades elementales de la vida capaces de 




 Contribuyendo a esta teoría, en el año 1867 el patólogo alemán Julius 
Cohnheim (1839-1884) postuló la “Hipótesis de Cohnheim” según la cual todas las 
células reparadoras que participan en la regeneración de una herida o daño provienen 
del torrente sanguíneo y por lo tanto de la médula ósea (MO) 
7
. Quedó así 
perfectamente definida la función de las células derivadas de MO en la reparación de 
un daño. 
 
 Una vez establecida la idea de repación de un daño producido en un tejido u 
órgano por medio de la administración de células, surgió el concepto moderno de 
“Terapia Celular”. Este término fue utilizado por primera vez por el Dr. Paul Niehans 
(1882-1971) quien, tras una experiencia realizada, comprobó que células de 
paratiroides de embrión de ternera habían sido capaces de reparar el daño producido 
accidentalmente en el paratiroides de un paciente a lo largo de una intervención 






 A partir de este hallazgo la Terapia Celular quedó definitivamente incluida 
dentro de la Medicina Regenerativa y se definió como “el proceso en el cual se 
introducen células en un paciente para tratar una determinada enfermedad”. 
 
 La investigación y el desarrollo de la Terapia Celular continuaron a lo largo del 
S. XX destacando en este desarrollo los estudios realizados por el Dr. Edward Donnall 
Thomas (1920-2012), en el año 1965, relacionados con el trasplante de MO. El Dr. 
Thomas demostró que la inyección intravenosa (IV) de células derivadas de MO de 
individuos sanos en pacientes con insuficiencia medular severa e irradiados a una dosis 
letal, puede repoblar la MO dañada y regenerarla 
9
.  
Este hallazgo fue reconocido con el Premio Nobel de Medicina en el año 1990 y el 
tratamiento fue considerado como “Terapia Celular” dentro de la Medicina. 
 
 En la investigación básica celular se produjeron también importantes hallazgos 
como el realizado por el Dr. Alexis Carrel (1873-1944), premio Nobel de Medicina en 
el año 1912 y pionero en el trasplante de órganos. El Dr. Carrel desarrolló un 
procedimiento según el cual los órganos amputados podían mantenerse en condiciones 
de viabilidad colocándolos en un caldo de cultivo provisto de todos los nutrientes 
indispensables para que las células de dicho tejido siguieran creciendo durante un largo 
periodo de tiempo. Este procedimiento surgió de una experiencia realizada con 
fibroblastos derivados de embriones de pollo los cuales fueron mantenidos en cultivo 
durante un periodo de tiempo de 34 semanas alimentados con suero y otros nutrientes. 
A partir de esta experiencia Carrel afirmó que las células animales explantadas poseían 




 En el año 1961 este concepto de “inmortalidad celular” fue descartado cuando 
Leonard Hayflick trató de reproducir los experimentos llevados a cabo por el Dr. 
Carrel en condiciones de cultivo más estrictas y descubrió que las células de embrión 
de pollo se dividían sólo 25 veces, tras las cuales entraban en senescencia replicativa y 
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se producía la muerte celular. Demostró con ello que el suero en el que Carrel había 
cultivado los fibroblastos de embrión de pollo no estaba bien filtrado y contenía nuevas 
células derivadas del embrión que rejuvenecían el cultivo celular.  
Este experimento fue repetido con fibroblastos de embriones humanos y se observó 
que eran capaces de mantenerse en cultivo hasta un máximo de 50 divisiones tras las 
cuales se inducía la muerte celular.  
 De estos experimentos se pudo concluir que cada especie animal tiene un 
número máximo característico de divisiones celulares, denominado “Límite de 
Hayflick”, superado el cual las células se suicidan por activación de procesos 
apoptóticos.  
Esta afirmación no era extrapolable a células cancerígenas en las cuales se había 





 En el año 1958, el biólogo Leroy Stevens (1920-2015), pionero en la 
investigación con células madre embrionarias, demostró que ciertas líneas de células 
tumorales poseían la capacidad de replicarse de forma indefinida en cultivo 
permaneciendo indiferenciadas con capacidad de auto-renovación y de diferenciación a 
un gran número de tejidos diferentes. Estas células fueron denominadas inicialmente 
“Células de Carcinoma Embrionario” (CE) y se identificaron fenotípicamente con 
marcadores de superficie comunes a células embrionarias y a células germinales.  
 A lo largo de la década de los años 80, se demostró que las CE eran células no 
malignas, presentaban un cariotipo normal y podían ser cultivadas generando una línea 
celular pluripotente con capacidad para diferenciarse a células de diversos, siendo 





 A partir de este importante hallazgo, se realizaron gran cantidad de estudios 
relacionados con las células germinales y embrionarias como el realizado por el 
Introducción 
34 
biólogo James A. Thomson en el año 1998. Thomson desarrolló la primera línea de 
células madre embrionarias a partir de la masa celular interna del embrión en estado de 
blastocisto 
13
 y demostró que estas células embrionarias, además de ser inmortales, 
ofrecían un gran potencial dentro de las Medicina Regenerativa. 
 
 A pesar de este gran hallazgo, el uso de blastocitos humanos, principalmente 
derivados principalmente de tratamientos de fertilización in vitro, ha generado  
controversia ética dentro del mundo científico. Además se ha demostrado que provocan 
rechazo inmunológico cuando son trasplantadas y tendencia a la formación de 
teratomas. Por ello, las ESCs son células difíciles de incorporar como Terapia Celular 




 Para tratar de salvar esta barrera ética con las células embrionarias, en el año 
2006 el equipo del Dr. Shinya Yamanaka descubrió el procedimiento para generar 
células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) a partir de fibroblasto de ratón adulto. 
En 2007, el grupo de investigación del Dr. Yamanaka y el del Dr. Thomson, de forma 
paralela, fueron capaces de producir por primera vez iPSCs procedentes de células 
adultas humanas. Este descubrimiento fue reconocido con el Premio Nobel de 
Medicina en el año 2012. 
Las iPSCs poseen un grado de potencialidad equivalente a las células embrionarias 
pudiendo dar lugar a cualquier tipo celular y tejido humano, eliminando las barreras 
éticas con las que se habían encontrado los trabajos desarrollas con ESCs años atrás.  
 
 De forma paralela al desarrollo en el conocimiento de las ESCs y de las iPSCs, 
desde los años 50 se han realizado numerosos estudios para caracterizar las células 
troncales identificadas en el tejido del individuo adulto.  
Entre estos estudios, destacamos los realizados por  Jacobson 
15
 y Lorenz 
16
 quienes 
desarrollaron una nueva línea de investigación para determinar la Biología celular 
implicada en el tejido dañado por radiación ionizante en diversos modelos animales 
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con trasplante de células hematopoyéticas (HSCs) derivadas de MO. Los resultados 
obtenidos en estos trabajos fueron sorprendentes pues observaron que las HSCs 
poseían un gran potencial terapéutico en la reparación del tejido dañado no identificado 
hasta el momento. 
 
 A partir de estos resultados se iniciaron numerosos estudios para la 
caracterización fenotípica y funcional de las HSCs y fueron definidas como células 
derivadas del individuo adulto con gran capacidad de replicación, capaces de generar 
células hijas que mantienen con un elevado potencial de auto-renovación y de 
diferenciación a diversos tipos de células maduras para el desarrollo de funciones 




 En los años sucesivos se han producido importantes descubrimientos 
relacionados con células madre derivadas de individuo adulto procedentes de muy 
diversos tejidos como la MO y el tejido adiposo (TA) principalmente, el pulmón, el 
páncreas, el hígado, el músculo esquelético, el músculo cardiaco, el tejido nervioso, la 




 La identificación de células troncales en el individuo adulto ha favorecido el 
desarrollo de la investigación tanto básica como clínica en el campo de la Terapia 













 Una célula troncal, o célula madre, es aquella capaz de dividirse 
indefinidamente, de diferenciarse morfológica y funcionalmente a distintos tipos 
celulares especializados como respuesta a determinados estímulos fisiológicos, tanto in 
vivo como in vitro, y de permanecer asentada en el tejido en el que se aloja de forma 






 Las células troncales se clasifican según su potencial de diferenciación en 
totipotentes, pluripotentes y multipotentes 
20
 (Fig. 1): 
 
I.-Células totipotentes 
 Son células que aparecen en las fases del desarrollo embrionario previas a la 
fase de blastocisto. Poseen la capacidad de diferenciarse a cualquier tipo celular 
derivado de una de las tres capas germinales del tejido embrionario (endodermo, 




 Son células que poseen la capacidad de diferenciarse a distintos tipos celulares 






 Este tipo celular posee la capacidad de diferenciarse a distintos tipos celulares 
derivados de una única capa germinal. 
 
 




 Otra posible clasificación de las células troncales realizada en función del tejido 
de origen es: 
 
I.-Células troncales embrionarias (ESCs, embryonic stem cells) 





II.-Células troncales adultas 
 Son células troncales pluripotentes derivadas del individuo adulto 
18
. 
 Los principales tipos son: 
 
II.A.-Células mononucleadas derivadas de MO: 
 La población de células mononucleadas derivadas de MO (CMNs) está 
formada principalmente por tipos celulares de linaje hematopoyético como los 
progenitores hematopoyéticos, las células linfoides, monocitos y macrófagos 
21
, y por 
tipos celulares de estirpe no hematopoyética como la población celular identificada 
como “side population” (SPs) 22,23, las células progenitoras multipotenciales adultas 
(MAPCs, Multipotent Adult Progenitor Cells) 
20,24-26
, el hemangioblasto 
27,28
, las células 
troncales embrionarias-like (VSELs, Very Small Embryonic-like Stem Cells) 
25,29,30
, las 
células progenitoras endoteliales (EPCs) 
31,32
 o las células troncales comprometidas con 




II.B.-Células Mesenquimales derivadas del estroma: 
 Las células mesenquimales derivadas del estroma (MSCs, Mesenchymal 
Stromal Cells) son una población celular que ha sido identificada en multitud de tejidos 
como el cordón umbilical, la gelatina de Wharton de cordón umbilical 
34,35
, el líquido 
amniótico, la pulpa dental, el periostio, el músculo esquelético, el páncreas, la placenta 
o el endometrio 
36,37
, sin embargo las principales fuentes de MSCs son la MO y el TA.  
 En el año 1970, Friedenstein et al. 
38
 aislaron por primera vez MSCs del 
estroma medular y en el año 2001, Zuk et al. 
39
 las aislaron del estroma del tejido 
adiposo blanco. 
 Las MSCs derivadas de MO (MSCsMO) fueron inicialmente identificadas 
como una “rara” población celular (0,0001%-0,01%) fácil de aislar del resto de los 
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componentes celulares de la MO y de expandir in vitro debido a su gran capacidad de 
adherencia al plástico. Se ha demostrado que las MSCs son capaces de mantener su 
estado de pluripotencialidad a lo largo de unas 40 generaciones 
35
. 
 Respecto a las MSCs derivadas de TA, denominadas por consenso 
internacional como “Células troncales ó mesenquimales derivadas de tejido adiposo” 
(ASCs: Adipose stromal cells), se demostró que presentaban las mismas características 
que la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, International Society of Cell 
Therapy) había establecido como criterios fijos para las MSCsMO en el año 2006. 
Segúndichos criterios las MSCs deben poseer gran capacidad de adherencia al plástico 
en condiciones estándares de cultivo, expresar en más del 95% de la población los 
marcadores de superficie CD73, CD90 y CD105, no expresar los marcadores CD34, 
CD45, HLA-DR, CD14 o CD11b y CD79a o CD19 y presentar un alto potencial de 
diferenciación in vitro a osteoblastos, adipocitos y condrocitos 
40
. 
 Debido a la abundancia de TA en el organismo, al reducido riesgo de 
mortalidad del donante durante el proceso de extracción y al alto contenido de MSCs 
en el tejido, las MSCsTA se han convertido en una alternativa a las MSCsMO en los 
estudios de Terapia Celular con fines terapéuticos 
41
. 
 En la literatura han sido descritas algunas diferencias entre las MSCsMO y las 
MSCsTA principalmente relacionadas con su potencial de diferenciación, su 
transcriptoma, su proteoma y su capacidad inmunomoduladora 
35
. Sin embargo no se 
han publicado estudios en los cuales se hayan comparado las características in vivo e in 
vitro de ambas poblaciones celulares a lo largo de diferentes pases de cultivo. 
 A nivel funcional, independientemente de su origen, se ha observado que las 
MSCs participan en diversos procesos como la angiogénesis, la respuesta inflamatoria, 
quimiotaxis, inmunomodulación y regeneración.  
 Respecto a la angiogénesis, las MSCs participan secretando diversas señales y 
factores de crecimiento como el factor de crecimiento derivado del endotelio vascular 
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(VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor)  y el factor inducible de hipoxia-1α 
(HIF-1α, Hipoxia-inducible factor 1α) 34, interaccionando directamente con las células 
vecinas. 
 En el proceso inflamatorio, las MSCs atenúan la respuesta inflamatoria a través 
de la liberación de factores anti-inflamatorios como la Interleucina 4 (IL-4), la IL-10, 
el factor de crecimiento transformante-β (TGF-β, Transforming Growth Factor) y el 
factor de necrosis tumoral inducible por la proteína 6 (TSG-6, Tumor Necrosis Factor-
stimulated gene 6 protein) 
35
. 
 Respecto a su capacidad quimiotáctica, las MSCs son atraídas hasta el lugar 
del daño mediante los factores quimiotácticos liberados por las células dañadas que 
activan metaloproteinasas de la matriz induciendo la movilización de las MSCs 
34
. 
 La respuesta inmunomoduladora de las MSCs ha sido ampliamente descrita en 
la literatura 
19,35
 según la cual las MSCs poseen una gran capacidad de inhibición de la 
proliferación y del reclutamiento de células T en la respuesta inmune a un daño 
34
 y de 
reducir la producción de citocinas pro-inflamatorias como el Interferón-ɣ, el factor de 
necrosis tumoral-α (TNF-α, Tumor necrosis factor-alpha) y la IL-2 34,35. 
 Esta inhibición de la proliferación de linfocitos T, analizada in vitro 
35
, se ha 
demostrado al observar que las MSCs reducen la activación de determinados 
receptores en las células citotóxicas o “natural killer” (NK) NKp30, NKp40 y 
NKG2D, y además bloquean el proceso madurativo de los linfocitos B en las fases 
G0/G1 de su ciclo celular y la maduración de las células dendríticas. 
Esta combinación de procesos hace que la capacidad de expresión de antígenos y de 
moléculas co-estimuladoras necesarias para la activación de las células T quede 
reducida. 
 Además estudios recientes afirman que las MSCs, in vivo, podrían inducir la 
liberación de determinados factores inmunomoduladores por parte del tejido dañado en 
el cual son trasplantadas a través de mecanismos paracrinos, incrementando los 
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procesos de fagocitosis 
34
 (Fig. 2). Sin embargo, respecto a esta teoría existen aún 
estudios con resultados contradictorios 
42,43
, por lo que son necesarios futuros estudios. 
 Finalmente, respecto a la capacidad de regeneración de las MSCs, se ha 
observado que podría estar influenciada por el microambiente del tejido en el cual se 




Figura 2.-Capacidad inmunomoduladora de las MSCs. Esquema de la interacción entre las 
MSCs y el sistema inmune. TH: Células T Helper; Tc: células T citotóxicas: Treg: células T 
reguladoras: CD: células dendríticas: M: Monocito; NK: células Natural Killer, Cél B: células 
B; HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos; PGE2: prostaglandina E2; TGF-β: factor de 







2.-TERAPIA CELULAR Y MIOCARDIOPATÍA DILATADA 
 
2.1.-TERAPIA CELULAR EN CARDIOLOGÍA 
 
 Uno de los campos de Medicina Regenerativa que más expectativas ha creado 
dentro de la Terapia Celular ha sido su aplicación en Cardiología. 
 
 Según una teoría mantenida hasta finales del siglo XX, el corazón estaba 
constituido exclusivamente por células post-mitóticas sin capacidad de regeneración ni 
de reemplazo en caso de daño cardiaco. 
 
 En 1998 Anversa et al. 
44
 cuestionaron seriamente este concepto al evidenciar la 
capacidad de regeneración del miocardio post-infarto por sus propias células 
residentes, las cuales poseen una capacidad de auto-reparación limitada.  
 Estas células residentes, denominadas células troncales cardiacas residentes 
(CSCs, Cardiac Stem Cells), se demostró que poseían gran capacidad de regeneración 
del tejido cardiaco dañado y un potencial elevado de proliferación, por lo que se 
plantearon como posible alternativa al tratamiento convencional para la recuperación 
de daño cardiaco dentro de la Terapia Celular 
45,46
. 
 Sin embargo, más tarde fueron descartadas al ser descubierto que estas células 
eran incapaces de sobrevivir en un microambiente hipóxico, como el generado durante 




 La población de EPCs, tanto derivada de MO como de sangre periférica (SP), 






 Este tipo celular posee gran capacidad de movilización hasta el lugar del daño 
donde se diferencian a células endoteliales maduras y liberan proteínas cito-
protectoras, citoquinas, factores de crecimiento y hormonas favoreciendo los procesos 
de migración y proliferación de las células endoteliales locales y los procesos 
neoangiogénicos autorregulados por las propias EPCs mediante la liberación de 




 La población de CMNs derivadas de MO también ha sido muy estudiada como 
tratamiento de Terapia Celular para la recuperación del daño cardiaco. 
 Estas células fueron administradas por primera vez en el año 2001 para la 
reparación del daño producido por infarto agudo de miocardio en un estudio realizado 
por el grupo de Strauer et al. 
50
.  
 A partir de ese momento han sido numerosos los estudios realizados en los que 
esta población celular ha sido administrada como tratamiento para la mejoría de la 
función cardiaca obteniéndose resultados muy satisfactorios con una mejoría 
significativa de la funcionalidad del ventrículo izquierdo (VI) y un incremento en la 




 Respecto al uso de MSCs como tratamiento de Terapia Celular en el área de 
Cardiología, hasta la fecha se han desarrollado un gran número de estudios preclínicos 
a partir de los cuales se han podido identificar algunos de los mecanismos de acción de 
las células trasplantadas implicados en el proceso de recuperación del tejido dañado, 
los peligros potenciales de su administración y la reducida capacidad de retención y 




 Una alternativa a las limitaciones terapéuticas que presentan las MSCs, podría 







 Otra población celular que ha sido estudiada como tratamiento de terapia 
celular en Cardiología son los mioblastos. Este tipo celular fue el primero en ser  
trasplantado para la regeneración cardiaca 
52
. 
 Los mioblastos son los precursores de las célula musculares esqueléticas y 
poseen una capacidad limitada de diferenciación a tejido muscular lo que reduce el 
riesgo de formación de tumores en el tejido donde son trasplantadas. Sin embargo, en 
los estudios de terapia celular realizados con mioblastos se ha observado que una vez 
diferenciados a cardiomiocitos en el tejido cardiaco, no poseen la capacidad para 
acoplarse mecánicamente al resto de cardiomiocitos residentes supervivientes al daño, 
ni de establecer uniones densas, generando arritmias cardiacas en el individuo 
trasplantado 
53
, por lo que han sido descartados como tratamiento de Terapia Celular 
para la recuperación del daño cardiaco. 
 
 Las ESCs, a pesar de haber sido demostrado, in vitro, su elevado potencial de 
diferenciación a cardiomiocitos funcionales, presentan limitaciones para su uso clínico 
en terapia celular debido a su elevada tendencia a la generación de teratomas, a su alto 
potencial de rechazo inmunológico y a importantes consideraciones éticas y morales 
debido a su origen embrionario humano 
54,55
. 
 Estas limitaciones las descartan como posibles candidatas para su uso en 
ensayos clínicos de Cardiología en terapia celular. 
 
 Finalmente, las iPSCs son una población celular muy estudiada actualmente y 
candidata a ser utilizada como tratamiento para la reparación del tejido cardiaco 
dañado. 
 No se han observado hasta la fecha arritmias cardiacas ni teratomas en los 
estudios preclínicos realizados 
56,57
, sin embargo para su aplicación en ensayos clínicos 
es necesario ampliar el conocimiento que existe hasta la fecha relacionado con el 





 Debido a esta gran variedad de tipos celulares potencialmente utilizables en la 
regeneración cardiaca, actualmente la terapia celular trata de identificar cuál es la 
población celular que posee mayor capacidad regeneradora del tejido cardiaco dañado 
y cuáles son los mecanismos de actuación en dicha reparación, para trasladar este 



























2.2.-MECANISMOS DE REPARACIÓN DEL DAÑO CARDIACO 
 
 Según la literatura publicada, los principales mecanismos identificados en la 
recuperación del daño cardiaco por parte de las células troncales adultas son los 
mecanismos paracrinos, de neovascularización y de remodelado cardiaco (Fig. 3). 
 
 
Figura 3.-Mecanismos de reparación del daño cardiaco por las células troncales adultas (según 




 Recientemente ha sido planteada una nueva hipótesis respecto a la capacidad 
de regeneración del tejido cardiaco por parte de las células troncales trasplantadas, 
según la cual las células madre adultas trasplantadas en el corazón dañado pueden 
activar las células madre residentes, estimulando la replicación de los cardiomiocitos 




 Este podría ser considerado como un cuarto mecanismo de reparación del 
tejido cardiaco dañado por parte de las células troncales adultas trasplantadas, del cual 








 Los factores paracrinos liberados por las células troncales adultas trasplantadas 
participan activamente en el proceso de reparación del daño cardiaco movilizando 
células troncales del propio individuo hasta el lugar del daño o bien induciendo 
diferenciación de las propias células residentes del tejido dañado 
59
 (Fig. 4). 
 
 
Figura 4.-Mecanismos implicados en la regeneración cardiaca por las células troncales 
adultas. 1
er
 Mecanismo: Transdiferenciación; 2º Mecanismo: Fusión celular; 3
er
 Mecanismo: 




 Los factores paracrinos liberados por las células troncales trasplantadas pueden 
favorecer la activación de diversos mecanismos de reparación en las células residentes 
del tejido dañado como la neovascularización que comprometan la biología funcional 
de la célula troncal residente y modulen su respuesta al daño sufrido. Estos factores 
también pueden generar un efecto citoprotector sobre el miocardio incrementando la 




II.-Procesos de neovascularización 
 Se ha demostrado que las células troncales adultas derivadas de MO expresan 
factores proangiogénicos como el VEGF y el factor de crecimiento derivado de 
fibroblastos (FGFb, Fibroblast Growth Factor) que favorecen el incremento de la 





III.-Procesos de remodelado cardiaco 
 En diversos estudios preclínicos realizados para la reparación del daño cardiaco 
generado por miocardiopatía dilatada (MCD) se ha observado que el tratamiento con 
MSCs incrementa de un modo significativo la densidad capilar y reduce los depósitos 
de colágeno en el tejido dañado, disminuyendo la presión diastólica final del VI. 
Además se ha demostrado que las MSCs expresan metaloproteinasas implicadas en la 
biogénesis de la matriz extracelular del tejido lo que favorece el remodelado cardiaco a 
través de la reducción de la fibrosis, de la inhibición de los procesos apoptóticos de las 











 La MCD es una enfermedad que afecta al músculo cardiaco, consiste en una 
dilatación e hipertrofia ventricular y en una disminución de la contractilidad con 




 La incidencia de esta enfermedad en la población pediátrica es de 0,57 casos 
por cada 100000 niños y 10 veces superior en la población adulta, es decir, 0,57 casos 
por cada 10000 personas adultas. Esta aparente baja incidencia no resta valor a la 
enfermedad pues es la principal causa de insuficiencia cardiaca y trasplante cardiaco en 
el mundo.  
 
 Puesto que no se trata de una patología reversible, el tratamiento médico se 
limita a dar apoyo para mejorar la función cardiaca sin tratamientos realmente eficaces 
excepto el trasplante cardiaco el cual incrementa la supervivencia en niños en un 90% 
y en adultos en un 83%. 
 
 En la fisiopatología de la MCD, el corazón adquiere forma globular, las 
cavidades cardíacas se dilatan y se produce un engrosamiento del endocardio difuso 









Figura 5.-Morfología de un corazón sano (izq.) y un corazón con MCD (der). AD: Aurícula 
Derecha, AI: Aurícula Izquierda, VD: Ventrículo Derecho, VI: Ventrículo Izquierdo. 
 
 No existe una lesión específica en la MCD, sino un remodelado ventricular 
general.  
 A nivel celular, se observan cardiomiocitos y células contráctiles en muerte 
celular inducida por procesos apoptóticos, en necrosis o hipertrofia compensadora, sin 
pérdida de la capacidad proliferativa del resto de las células miocárdicas.  
 A  nivel histológico, se observa una alteración en la configuración de las fibras 
de colágeno de la matriz extracelular, responsable tanto de la arquitectura cardiaca 
como del alineamiento de los miocitos, generando una fibrosis intersticial.  
 A nivel ultra-estructural se observa hipertrofia miofibrilar, fibrosis intersticial 
y perivascular, y alteraciones degenerativas como edema celular, gránulos de 
lipofucsina y mitocondrias pequeñas.  
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 A nivel serológico se detectan inmunoglobulinas ligadas al miocardio y 
anticuerpos anti-cardiacos como la IgG y C3.  
 A nivel morfológico y funcional, el corazón presenta un espesor parietal 
ligeramente disminuido con escasa diferencia entre la fase diastólica y sistólica del VI, 
dilatación auricular izquierda por insuficiencia mitral, VI con aspecto esférico, 
aumento del diámetro del eje corto, contraste espontáneo del VI y distintos grados de 
derrame pericárdico.  
 Finalmente, a nivel neuroendocrino, en los pacientes con MCD se detectan 
niveles alterados de noradrenalina, renina, angiotensina II y aldosterona que se 
relacionan directamente con la severidad de la cardiopatía y el pronóstico de la 
enfermedad. El factor natriurético auricular se eleva precozmente en la insuficiencia 
cardiaca (IC) antes incluso de la presencia de síntomas 
61
. 
 Todas estas alteraciones provocan un remodelado patológico del corazón 
caracterizado principalmente por el aumento de la masa miocárdica, dilatación 




 La MCD puede generarse a partir de un proceso inflamatorio o a partir de otra 
patología.  
 En el caso de la MCD inflamatoria, puede desarrollarse como consecuencia de 
una respuesta autoinmune del individuo, por un proceso infeccioso o puede tener un 
origen idiopático. La activación del sistema inmunitario del propio individuo provoca 
el daño en el tejido miocárdico debido al proceso inflamatorio desencadenado en el que 
se pueden identificar anticuerpos circulantes, también denominados auto-anticuerpos, 




 En el caso de que el origen de la MCD sea una patología previa, ésta puede 




 Debido a diversidad etiológica de la MCD no es posible establecer un único 
tratamiento. Actualmente la opción terapéutica más eficaz a largo plazo es el trasplante 
cardiaco puesto que el tratamiento convencional sólo mejora la función  cardiaca muy 
a corto plazo.  
 La terapia basada en la administración de células madre se ha convertido en una 




















2.4.-DESARROLLO DE LA INVESTIGACIÓN PRECLÍNICA EN TERAPIA 
CELULAR APLICADA LA MIOCARDIOPATÍA DILATADA 
 
 En los años 90 se realizaron los primeros trasplantes de células en pacientes que 
habían sufrido infarto agudo de miocardio como terapia alternativa para la 
recuperación de la función cardiaca.  
 Estos primeros tratamientos tenían como objetivo principal la restauración de la 
función sistólica y diastólica del corazón infartado.  
 Los resultados obtenidos fueron muy satisfactorios 
62-66
 y se comenzaron a 
aplicar en otras patologías cardiacas como la MCD. 
 
 Los primeros estudios preclínicos en MCD fueron los desarrollados por el 
grupo de Scorsin et al. 
67
, en el año 1998, y por el grupo de Yoo et al. 
68
, en el año 
2000. Ambos grupos desarrollaron un modelo animal de MCD inducida por 
mecanismos diferentes (doxorrubicina y ciclosporina A, respectivamente), 
administraron cardiomiocitos como tratamiento de la MCD y en sus resultados 
observaron que a nivel histológico en el tejido cardiaco se localizaban zonas que 
presentaban una reorganización de las fibras cardiacas y a nivel funcional una mejoría 
significativa de la función contráctil. 
 Estos primeros resultados impulsaron la investigación preclínica en Terapia 
Celular aplicada a la MCD. 
 
 En el año 2001 Pouly et al. 
69
 diseñaron un estudio basado en un modelo 
genético de MCD en hámster en el cual modificaron tanto la forma de administración 
del tratamiento, mediante múltiples inyecciones intramiocárdicas (IM), como el tipo 
celular utilizado, mioblastos esqueléticos autólogos, y observaron una mejoría final de 
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la función sistólica del VI significativa respecto al grupo control, a pesar de haber 
desarrollado a nivel histológico un significativo empeoramiento de la fibrosis en la 
zona de inyección del tratamiento celular en el miocardio. Este empeoramiento fue 
justificado por la posible reacción inflamatoria que las múltiples punciones realizadas 
para la administración del tratamiento celular podían haber producido. 
 
 En el mismo año, el grupo de Suzuki et al. 
70
 realizaron un estudio basado en 
un modelo murino de MCD inducida por doxorrubicina en el cual plantearon como 
objetivo principal obtener una mayor diseminación de las células trasplantadas por 
todo el tejido cardiaco afectado por la MCD, inyectando un millón de mioblastos 
esqueléticos singénicos por vía coronaria. Los resultados funcionales de este estudio 
mostraron un 17% de ganancia en la función tanto sistólica como diastólica del VI en 
el grupo de animales con MCD que habían sido tratados con mioblastos respecto al 
grupo control. Del análisis inmunohistoquímicos observaron injertos generalizados de 
mioblastos diferenciados en el tejido cardiaco en el cual habían sido trasplantados, 
alineados axialmente con las fibras cardiacas del huésped. 
 
 En 2005, Werner et al. 
71
 realizaron un estudio in vitro cuyo objetivo principal 
fue determinar el grado de afectación a nivel funcional de la MCD sobre determinados 
tipos celulares comparando la funcionalidad de células extraídas de ratas sanas 
respecto a células derivadas de ratas con MCD inducida por un proceso autoinmune. 
Los tipos celulares que se compararon fueron EPCs derivadas de la MO y EPCs 
derivadas de bazo y observaron que las EPCs derivadas de ratas con MCD, 
independiente de su origen, presentaban una funcionalidad reducida en comparación 
con las derivadas de ratas sanas. De este trabajo se pudo concluir que el daño cardiaco 





 En el año 2006, el grupo de Hata et al. 
72
, para superar los problemas 
relacionados con las altas tasas de mortalidad derivados de los estudios preclínicos en 
los cuales el tratamiento celular había sido administrado por vía IM, desarrollaron un 
sistema de administración de un tratamiento combinado de células e ingeniería tisular, 
y evaluaron su viabilidad y eficacia en un modelo canino de MCD inducida 
mecánicamente. El tratamiento consistió en la colocación de injertos de mioblastos 
crecidos sobre una lámina a una concentración de 1,5-2,5 millones de 
mioblastos/lámina y observaron que los animales trasplantados con células mostraban 
una mejoría significativa en algunos de los parámetros cardiacos funcionales 
analizados como la fracción de eyección (FE), la fracción de acortamiento (FA) y el 
volumen final diastólico (VFD) además de un incremento en el grosor de la pared del 
VI. 
 
 Otro estudio que introduce modificaciones en la vía de administración, en la 
dosis y en el tipo celular administrado ha sido el publicado por Nagaya et al. 
73
 en el 
año 2005. Este grupo, basándose en un modelo murino de MCD autoinmune inducida 
con miosina de origen porcino, administraron una dosis de cinco millones de 
MSCsMO por vía IM en diez puntos distintos del miocardio. Al finalizar el estudio, 
cuatro semanas tras la administración del tratamiento celular, observaron un descenso 
en la presión final del VI en diástole y una mejoría muy significativa de la capacidad 
contráctil del corazón con lo que demostraron que las MSCsMO trasplantadas poseían 
capacidad de regeneración del tejido cardiaco dañado a nivel funcional. 
 
 En el año 2007 se diseñó el primer estudio con células modificadas 
genéticamente. Este estudio fue desarrollado por Kondoh et al. 
74
, quienes 
administraron 20 millones mioblastos modificados genéticamente para potenciar la 
expresión del factor de crecimiento hepático (HGF) en un modelo en hámster de MCD 
y observaron una recuperación de la función sistólica en el grupo tratado con 
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mioblastos modificados mayor a la observada en el grupo tratado con los no 
modificados. 
 
 En ese mismo año, Baba et al. 
75
 volvieron a introducir una nueva variante en 
su estudio. En este caso la MCD fue inducida con doxorrubicina en un modelo murino 
y la variante fue el tipo celular administrado como tratamiento que consistió en ESCs 
derivadas de ratón seleccionadas genéticamente para la expresión elevada del factor 
Flk-1 (marcador de células indiferenciadas del mesodermo con capacidad de 
diferenciación a cardiomiocitos). Como resultado del estudio observaron que estas 
células poseían la capacidad de inclusión en el tejido cardiaco del VI junto a los 
cardiomiocitos residentes y de acople al ritmo contráctil. Sin embargo, un 
inconveniente importante en la utilización de estas células fue la aparición de tumores 
en el lugar donde fueron trasplantadas.  
 
 En el año 2008 fueron realizados gran cantidad de estudios preclínicos entre 
los que destaca el desarrollado por Tezuka et al. 
76
 quienes a partir de un modelo 
murino en hámster deficientes de la proteína δ-sarcoglicano, administraron mioblastos 
esqueléticos por vía IM directa. También cabe destacar el trabajo de Yamada et al. 
77
 
quienes desarrollaron un modelo murino de MCD inducida con doxorrubicina y como 
tratamiento administraron ESCs genéticamente modificadas por vía IM o el trabajo 
realizado por Nakajima et al. 
78
 en el cual desarrollaron un modelo murino de MCD 
inducida con doxorrubicina y administraron CMNs como tratamiento por vía IM y por 
vía IV. 
 
 En todos estos estudios se observó una mejoría en los parámetros 
hemodinámicos, funcionales e histológicos analizados manteniendo la teoría de que 
Terapia Celular podía ser beneficiosa para la recuperación del daño cardiaco causado 




 La investigación preclínica continuó a lo largo de los años sucesivos pero no se 
establecieron criterios comunes respecto al diseño de los distintos estudios 
desarrollados por lo que resulta muy complicado obtener una conclusión sólida del 
beneficio aportado por los distintos tratamientos celulares administrados en la 
recuperación del daño cardiaco provocado por la MCD.  
 Sí se puede afirmar de forma generalizada que tras la administración de los 
distintos tratamientos celulares se observa una mejoría significativa de los distintos 
parámetros cardiacos analizados. 
 Esta falta de criterios comunes es evidente al comparar estudios como el 
realizado por Sun et al. 
79
, desarrollado en un modelo murino de MCD inducida con 
miosina de origen porcino cuyo tratamiento son CMNs, o el estudio publicado por 
Shabbir et al. 
80
 basado en un modelo de MCD en hámster genéticamente modificados 
en el que son administradas MSCsMO directamente en el músculo esquelético, o el 
trabajo de Garbage et al. 
81
 quienes a partir de un modelo de MCD inducida con 
doxorrubicina en conejos, administran CMNs como tratamiento directamente en el VI, 
o  realizado por Jin et al. 
82
 que desarrollan un modelo en conejos de MCD inducida 
con adriamicina. 
 
 Respecto al tipo celular, según la bibliografía publicada hasta la fecha, las 
MSCs son la población celular más utilizada como tratamiento en los distintos estudios 
preclínicos realizados, sin embargo, la dosis de MSCs administradas, la vía de 
administración y el modelo animal seleccionado varía entre los distintos estudios. 
 La primera administración de MSCs derivadas de MO inyectadas para el 
tratamiento de la MCD autoinmune  inducida en un modelo murino fue realizada por el 
grupo de Shabbir et al.
 80
 en el año 2009, quienes inyectaron a través de la pared 
anterior del VI una dosis de 1,2 millones de MSCs y observaron una mejoría tanto a 
nivel funcional como histológico de casi todos los parámetros analizados. 
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 Tras ser publicados estos resultados prometedores del tratamiento de la MCD 
con MSCsMO, fueron diseñados numerosos estudios preclínicos en los cuales el 




 o rata 
85
), la dosis celular administrada 
(entre 1 millón de MSCs 
83
 y 5,5 millones 
84
) y la vía de administración del tratamiento 




 o IV 
85
) mantienen la variabilidad 
respecto a los criterios seleccionados entre los distintos estudios. 
 Debido a esta variabilidad, resulta complicado comparar los resultados 
derivados de todos ellos para obtener una conclusión sólida respecto al beneficio de la 
administración de MSCsMO como tratamiento de la MCD en la recuperación del daño 
cardiaco provocado. 
  
 Otro tipo celular de gran importancia utilizado en estudios preclínicos como 
tratamiento de la MCD inducida son las MSCs derivadas de TA. El primer estudio fue 
realizado en el año 2010 
86
. Sin embargo, al igual que sucedió con los estudios 
preclínicos anteriormente desarrollados con MSCsMO, el diseño de éste y siguientes 
ensayos no mantuvieron criterios comunes respecto a la selección del modelo animal 
(rata 
86,87
 o conejo 
81
), el método de inducción de la MCD (doxorrubicina 
81,87
 o 
miosina de origen porcino 
86






 Debido a esta gran variabilidad no es posible obtener una conclusión firme 
respecto a la eficacia de las MSCs derivadas de TA en el tratamiento de la MCD ni de 
comparar dicha eficacia con la de las MSCsMO. 
 
 En los últimos años, la Terapia Génica y la Ingeniería de Tejidos han sido 
también desarrolladas en estudios preclínicos  como posibles alternativas a los 
tratamientos convencionales para la MCD como el desarrollado en el año 2015 por Yu 
et al. 
88
. En este estudio, a partir de un modelo murino de MCD inducida con 
furazolidona, se administraron como tratamiento MSCsMO genéticamente 
modificadas con el plásmido humano recombinante VEGF165. Los resultados 
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mostraron una mejoría significativa de la función cardiaca en el grupo de animales 
tratado con células respecto al resto de grupos. 
 
 En el año 2016 se realizó otro estudio preclínico de ingeniería tisular basado en 
un modelo canino de MCD en el cual fueron implantaron en el tejido miocárdico 
mioblastos esqueléticos adheridos a una lámina 
89
 para el tratamiento de la MCD, en el 
que se observó una moderada recuperación de la función sistólica y diastólica del VI 
en los animales tratados con mioblastos. 
 
 A pesar de la gran cantidad de estudios preclínicos que se han realizado hasta la 
fecha, y que se continúan realizando en la actualidad, la amplia variedad de modelos 
animales de MCD desarrollados, de tipos celulares y dosis administradas, de vías de 
administración utilizadas, de tiempos de evaluación considerados y de parámetros 
seleccionados para la evaluación del grado de recuperación de la MCD, resulta 
necesario el diseño de estudios que mantengan criterios comunes y permitan realizar 
análisis comparativos respecto a la eficacia de los distintos tratamientos celulares 
administrados en la recuperación del daño causado por la MCD para así poder trasladar 
dicho conocimiento de la investigación preclínica a la práctica clínica, objetivo 














 La MCD es una enfermedad primaria del miocardio caracterizada por la 
pérdida de cardiomiocitos y por el incremento de fibroblastos en el tejido cardiaco lo 
que constituye una causa importante de insuficiencia cardiaca. 
 Debido a la diversidad etiológica de la enfermedad, no ha sido posible 
establecer un único tratamiento dentro de la práctica clínica siendo actualmente el 
trasplante cardiaco la opción terapéutica más eficaz para los pacientes con MCD 
avanzada. 
 
 En los últimos años se ha producido un gran desarrollo en la investigación 
aplicada al tratamiento de la MCD en el área de la terapia celular tanto en ensayos 
clínicos como a nivel preclínico.  
 Son numerosos los estudios preclínicos diseñados para determinar el grado de 
eficacia y seguridad de las células administradas pero se trata de estudios muy 
heterogéneos en puntos tan críticos como el protocolo de inducción de la MCD, el tipo 
celular seleccionado para el tratamiento, la vía de administración, los tiempos de 
evaluación del seguimiento o las variables de evaluación del grado de recuperación del 
miocardio. Estas diferencias hacen que los resultados no puedan ser comparables por lo 
que resulta complicado obtener conclusiones robustas.  
 En la literatura revisada no se ha encontrado publicado ningún estudio 
preclínico en el que se comparen entre sí los tipos celulares más habitualmente 






 El presente trabajo se justifica en base a la necesidad de disponer de un estudio 
preclínico único en el que se comparen los tres tipos celulares (CMNs, MSCsTA y  
MSCsMO) considerados como principales candidatos al uso en clínica para el 
tratamiento de la Miocardiopatía Dilatada humana. 
 Para ello han sido definidos los parámetros considerados críticos para al 
evaluación de la eficacia de los tres tipos celulares en la reparación del daño 
miocárdico causado por MCD: el modelo animal de inducción de la MCD, la dosis y la 
vía de administración de las células, el día de infusión celular, el tiempo de 
seguimiento de la MCD post- tratamiento y los parámetros de análisis que deben ser 
evaluados en el punto final del estudio para determinar el grado de eficacia del 
tratamiento: 
 
1. Modelo animal seleccionado 
 Para la selección del modelo animal se realizó una amplia revisión 
bibliográfica y se observó que el modelo murino de MCD inducido por la 
administración de miosina de origen porcino era uno de los modelos mejor 
validados por la literatura y presentaba un tiempo de inducción y un tiempo de 
reversión bien definidos. 
 
2. Dosis y vía de administración seleccionada 
 La dosis celular administrada de 5 millones de células por inyección, fue 
seleccionada como punto intermedio entre las dosis administradas en los distintos 
estudios publicados y la vía de administración intramiocárdica fue la más utilizada 







3. Selección del tiempo de infusión celular y seguimiento, y parámetros evaluados 
 El día seleccionado para la infusión celular y el tiempo de seguimiento post-
tratamiento se han establecido en función de los criterios descritos en el modelo 
animal seleccionado, validados por la literatura.  
 La selección de parámetros para evaluar de la recuperación cardiaca se ha 












HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 
 La hipótesis a partir de la cual se desarrolla este trabajo de tesis es que las 
células mononucleadas derivadas de médula ósea, las células mesenquimales derivadas 
de médula ósea y las células mesenquimales derivadas de tejido adiposo no poseen la 













 El objetivo principal del presente estudio consiste en comparar in vitro y en un 
modelo animal los tres tipos celulares (CMNs, MSCsMO y MSCsTA) principales 






 Objetivo específico 
 Caracterización “in vitro” de cada uno de los tipos celulares que serán 
administrados como tratamiento de la MCD inducida en el modelo murino a 
desarrollar. 
 
1.1.-Caracterizar fenotípica, morfológica y funcionalmente los distintos tipos 
 celulares. 
 
1.2.-Comparar la capacidad de secreción de factores paracrinos de los distintos tipos 
 celulares. 
 
1.3.-Seleccionar en base a sus características, la población celular que será 







2º Objetivo específico: 
 Comparar “in vivo” los efectos de la inyección intramiocárdica de CMNs, 
MSCsMO y MSCsTA sobre la recuperación funcional y morfoestructural del tejido 
cardiaco dañado por la MCD inducida en un modelo murino autólogo. 
 
2.1.-Comparar la capacidad de recuperación funcional del ventrículo izquierdo del 
 corazón de rata con MCD inducida tras la administración de los distintos tipos 
 celulares. 
 
2.2.-Comparar la capacidad de regeneración de las fibras cardiacas dañadas por la 
 MCD inducida tras la administración de distintos tratamientos celulares. 
 
2.3.-Comparar la capacidad neoangiogénica y vasculogénica de los distintos tipos 
 celulares administrados como tratamiento de la MCD inducida. 
 
2.4.-Comparar la capacidad de inhibición del proceso fibrótico y de reducción del 
 tejido cicatricial de cada uno de los tipos celulares administrados. 
 
2.5.-Comparar la secreción de factores paracrinos que favorezcan el proceso 
 regenerativo de cada uno de los tipos celulares administrado en el tejido 













 El presente estudio se ha realizado en dos fases. En una primera fase, in vitro, se 
ha desarrollado una extensa caracterización morfológica, fenotípica y funcional de los 
tres tipos celulares en estudio para elegir, en el caso de las MSCs, el pase de cultivo 




Figura 6.-Diseño experimental del estudio in vitro. 
  
 En la segunda fase, in vivo, se ha desarrollado un modelo animal en ratas Wistar 
en las que se ha inducido MCD a través de una miocarditis autoinmune 
90
, y se han 
infundido por vía IM los tres tipos celulares seleccionados, derivados de ratas donantes 
isogénicas para la simulación de un modelo de trasplante autólogo. 
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 En este estudio se ha comparado la capacidad de recuperación de la función 
cardiaca y de reorganización de las fibras musculares del tejido cardiaco dañado de 
cada uno de los tipos celulares administrados como tratamiento de la MCD inducida, 
introduciendo como referencia o grupo control el tratamiento con placebo (Fig. 7). 
 
 
Figura 7.-Diseño experimental del estudio in vivo. 
 
 Los procedimientos experimentales llevados a cabo fueron previamente 
aprobados por el Comité Andaluz de Experimentación Animal bajo la Dirección 
General de Producción Agrícola y Ganadera de la Consejería de Agricultura, Pesca y 
Desarrollo Rural de la Junta de Andalucía, según lo dispuesto en la normativa legal 
vigente, RD 223/1988 sobre protección de animales utilizados para experimentación y 
otros fines científicos. 
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 Esta aprobación fue posteriormente revisada, según el RD 53/2013, por el 
Comité de Experimentación Animal de la Universidad de Córdoba como órgano 
habilitado por la Dirección General de Producción Agrícola y Ganadera de la Junta de 
Andalucía para la evaluación de proyectos de experimentación animal. 
  
 Durante el desarrollo del estudio, los animales permanecieron alojados con 
suministro de agua y comida ad libitum,  en el bioterio de la Unidad Experimental del 
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2.-CARACTERIZACIÓN DEL PRODUCTO CELULAR 
 
2.1.-AISLAMIENTO DE CÉLULAS MONONUCLEADAS PROCEDENTES DE 
RATAS WISTAR SANAS DONANTES 
  
 Las CMNs fueron aisladas de la MO contenida en la epífisis del fémur y tibia de 
ratas Wistar macho donantes sanas de 9±2 semanas de edad y 200±20g de peso. 
  
 El procedimiento se inició con el sacrificio de los animales por sedación con 
tiopental sódico (125mg/Kg), administrado por vía intraperitoneal (IP), y por 
exanguinación por punción de la aorta abdominal. 
  
 Una vez extraídos el fémur y la tibia, se realizaron varios lavados de la cavidad 
ósea interior con suero salino heparinizado y mezcla de antibióticos (0.1mg/mL 
estreptomicina y 100UI/mL penicilina) para obtener la MO. Para eliminar los restos de 
tejido óseo y muscular, la suspensión celular obtenida fue lavada por centrifugación, 
filtrada en membranas de filtración de tamaño de poro 70µm y 40µm  (BD 
Biosciences) y fraccionada por centrifugación en gradiente de densidad con ficoll-
hypaque (Lymphoprep™, Oslo, Norway) para separar la fracción de CMNs del resto 
de componentes celulares de la MO. 
  
 Se determinó la viabilidad celular con azul tripán (Lonza, Verviers, Belgium) y 
se realizó el  recuento celular en cámara de Neubauer.  
  
 Finalmente, las CMNs fueron resuspendidas en solución de dimetil-sulfóxido 
(Sigma-Aldrich) (DMSO) diluido al 10% en suero fetal bovino (FBS) y alicuotadas a 
una concentración final de 5106 células por mL para la congelación del producto 
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celular final, en un equipo CRYOMED (Mod.8027, Forma Scientific), 
criopreservándolas a -196°C de temperatura en nitrógeno líquido hasta la realización 
de los estudios posteriores. Las muestras congeladas quedaron registradas en una 
citoteca. 
 
2.2.-AISLAMIENTO Y EXPANSIÓN DE MSCsTA DE RATAS WISTAR 
SANAS DONANTES 
  
 Las MSCs fueron aisladas a partir de TA subcutáneo localizado en la zona 
inguinal y peritoneal de ratas Wistar macho donantes sanas de 9±2 semanas de edad y 
200±20g de peso. 
  
 El procedimiento se inició con el sacrificio de los animales por sedación con 
tiopental sódico (125mg/Kg), administrado por vía IP, y por exanguinación por 
punción de la aorta abdominal. 
  
 El TA se extirpó según procedimiento validado por la literatura 
91
, se troceó en 
pequeñas porciones y se centrifugó para separar la fracción estromal del resto de 
células adipocíticas maduras. La fracción del estroma adiposo resultante se incubó en 
solución de Colagenasa tipo I (Sigma Aldrich) para su completa disgregación, se lavó 
por centrifugación y se resuspendió en solución salina heparinizada con estreptomicina 
(0.1mg/mL) y penicilina (100UI/mL). 
  
 La suspensión celular final obtenida se filtró en membranas de filtración de 
tamaño de poro 100µm y 40µm (BD Biosciences) y se resuspendió en 1mL de medio 
de cultivo α-MEM (Alpha-Minimun Essentials Medium, Lonza) enriquecido con FBS 
(15%), ultra-glutamina (2mM), estreptomicina (0.1mg/mL), penicilina (100UI/mL) y 
factor de crecimiento de fibroblastos-tipo 2 (FGF-2, Sigma Aldrich) (1ng/mL) para 
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determinar su viabilidad con azul tripán (Lonza, Verviers, Belgium) y realizar el 
recuento celular en cámara de Neubauer. 
  
 La suspensión celular final se sembró en frascos de cultivo Nunc de 75 cm
2 
 
(Nunc EasYFlask, Thermo Scientific) a una densidad de 5,3104 células/cm2 en 15mL 
medio α-MEM completo y se incubó a 37C de temperatura en atmósfera humidificada 
al 5% de CO2 durante 24h. Finalizada dicha incubación, se refrescó el medio de 
cultivo, se incubó de nuevo, renovándolo cada 72h hasta obtener una confluencia 
celular en cultivo del 80% aproximadamente. 
  
 En este punto las células fueron tripsinizadas con solución tripsina/EDTA 
(ReagentPack™ Subculture Reagents, Lonza) neutralizando la acción de la enzima con 
solución neutralizante (TNS) (ReagentPack™ Subculture Reagents, Lonza) y lavando 
con tampón fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline) por centrifugación. El 
pellet resultante se resuspendió en 1mL de medio de cultivo α-MEM completo, se 
determinó la viabilidad de la suspensión celular resultante con azul tripán y se realizó 
el recuento celular en cámara de Neubauer, sembrando de nuevo en frascos de cultivo 
de 75cm
2
 a una densidad de 6,7103 células/cm2. 
 Tras este primer subcultivo realizado, las MSCsTA expandidas se consideraron 
en su pase 0 de cultivo, repitiendo todo el proceso hasta obtener MSCsTA en los pases 
1, 2, 3, 4 y 5. 
 
 Las células sobrantes de cada uno de los subcultivos realizados se 
resuspendieron en solución de DMSO al 10% en FBS para su congelación en un 
equipo CRYOMED y se criopreservaron a -196°C de temperatura en nitrógeno líquido 
hasta la realización de los estudios posteriores. Las MSCsTA congeladas quedaron 
registradas en una citoteca. 
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2.3.-AISLAMIENTO Y EXPANSIÓN DE CÉLULAS MESENQUIMALES 
DERIVADAS DE LA MÉDULA ÓSEA DE RATAS WISTAR SANAS 
DONANTES 
 
 Las MSCs fueron aisladas de la MO contenida en la epífisis del fémur y tibia de 
ratas Wistar macho donantes sanas de 9±2 semanas de edad y 200±20g de peso 
siguiendo el mismo protocolo anteriormente descrito para la obtención de MO (pto. 
2.1). 
  
 Una vez obtenida y filtrada la suspensión celular, se resuspendió en 1mL de 
medio de cultivo α-MEM completo 92,93 se determinó la viabilidad celular con azul 
tripán y se realizó el recuento en cámara de Neubauer. 
  
 La suspensión celular obtenida se sembró en frascos de cultivo Nunc de 25 cm
2 
 
(Nunc EasYFlask, Thermo Scientific) a una densidad de 5,3104 células/cm2 en 5mL 
de medio α-MEM completo y se incubó a 37C de temperatura en atmósfera 
humidificada al 5% de CO2 durante 48h. Finalizada la incubación, se renovó el medio 
de cultivo, se incubó de nuevo, se renovó el medio cada 72h, manteniéndolo hasta 
obtener una confluencia celular en cultivo del 80% aproximadamente. 
  
 Las células en cultivo confluente se tripsinizaron y lavaron siguiendo el mismo 
protocolo anteriormente descrito (pto. 2.2), y finalmente fueron sembradas en frascos 
de cultivo NUNC de 75cm
2
 a una densidad de 6,7103 células/cm2.  
 Tras este pase 0 de cultivo, se repitió el procedimiento hasta obtener MSCsMO 
en los pases 1, 2, 3, 4 y 5. 
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 Las células sobrantes de cada uno de los pases fueron criopreservadas siguiendo 
el procedimiento anteriormente descrito (pto. 2.2), permaneciendo congeladas hasta la 
realización de los estudios posteriores y registradas en una citoteca. 
 
2.4.-CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA POR CITOMETRÍA DE FLUJO DE 
CÉLULAS MONONUCELADAS Y CÉLULAS MESENQUIMALES 
  
 La caracterización y determinación de la homogeneidad de las poblaciones de 
CMNs y MSCs se realizó mediante identificación y cuantificación de los distintos 
marcadores de membrana específicos de cada población celular. Para este propósito se 
utilizaron anticuerpos mono y/o policlonales conjugados con distintos fluorocromos  
como el isocianato de fluoresceína (FITC), la ficoeritrina (PE) y la aloficocianina, 
(APC). 
  
 Para la caracterización fenotípica de las CMNs se cuantificaron los marcadores 
CD34, CD45, CD117 y CD133, utilizando anticuerpos monoclonales conjugados 
derivados de ratón anti-rata CD34-FITC (Santa Cruz, Biotechnology) y CD45-FITC 
(BD Pharmigen™) y anticuerpos policlonales conjugados derivados de conejo anti-rata 




 Para la caracterización fenotípica de las MSCs se cuantificaron los marcadores 
CD34, CD45, CD90 y CD29 utilizando los anticuerpos monoclonales conjugados 
derivados de ratón anti-rata CD34-FITC (Santa Cruz, Biotechnology), CD45-FITC y 
CD90-APC (BD Pharmigen™) y el anticuerpo monoclonal conjugado derivado de 
hámster anti-rata CD29-FITC (BD Pharmigen™) 95,96, aplicando los mismos criterios 
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 El análisis de la complejidad granular citoplasmática (SSC, Side Scatter) y del 
tamaño de cada población celular (FSC, Forward Scatter) se realizó cuantificando la 
dispersión frontal y lateral, respectivamente, del haz de luz incidente sobre las células 
al ser adquiridas en el citómetro de flujo. 
  
 Las células muertas o no viables fueron marcadas con ioduro de propidio (IP) 
(Miltenyi) para poder ser descartadas del recuento total de la población analizada. Las 
células viables fueron identificadas como IP negativas. 
  
 El protocolo de caracterización fenotípica para las CMNs y las MSCs fue 
idéntico. Las distintas suspensiones celulares fueron alicuotadas en tubos de citometría 
(BD Falcon™) a una concentración de 5105 células por tubo en un volumen de PBS 
de 500µL. En cada tubo se añadieron 5μL de cada uno de los anticuerpos conjugados a 
cuantificar y se incubaron durante 15 minutos a 4C en oscuridad, eliminando los 
restos de anticuerpo no unidos a su receptor por centrifugación una vez finalizada la 
incubación. Las células no viables fueron marcadas con IP y seguidamente se realizó la 
adquisición de las distintas suspensiones celulares en el citómetro de flujo 
MACSQUANT (Miltenyi, Bergisch Gladbach, UK). 
 
 Se adquirieron 1105 eventos de cada muestra y el resultado de dicha 
adquisición se analizó con el software MACSQuantify™ Versión 2.5. 
 
2.5.-CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE CÉLULAS MESENQUIMALES 
 
 La caracterización funcional de las MSCs se realizó mediante el análisis de su 
potencial de diferenciación adipogénico, osteogénico y condrogénico.  
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El protocolo de caracterización se llevó a cabo en los cinco pases de cultivo de las 
MSCs, tanto derivadas de MO como derivadas de TA, y fue idéntico para todas las 
poblaciones. 
  
 En primer lugar las muestras celulares criopreservadas fueron descongeladas en  
un baño a 37C, lavadas por centrifugación para eliminar los restos de crioprotector y 
resuspendidas en 1mL de PBS para determinar su viabilidad y recuento celular.  
Finalmente cada suspensión celular fue resuspendida en medio de cultivo específico 





 Este estudio fue realizado en placas de cultivo de 6 pocillos de BD Falcon™. En 
cada pocillo se sembraron 2,9105 MSCs en 2mL de medio de cultivo α-MEM 
completo.  
 
 Los cultivos fueron incubados a 37C de temperatura en atmósfera humidificada 
al 5% de CO2 durante 48h. Finalizada dicha incubación, se refrescó el medio y se 
volvió a incubar bajo las mismas condiciones realizando  renovaciones de medio fresco 
cada 72h hasta obtener una confluencia celular en cultivo del 90%. 
En este momento, el medio α-MEM fue reemplazo por medio de cultivo específico 
suplementado con factores inductores de la adipogénesis (Adipogenic Induction 
Medium SingleQuots®, Lonza), manteniendo el cultivo durante 8 o 10 días más hasta 
observar en las células vacuolas de grasa intracitoplasmáticas. Las células fueron 
cultivadas durante 3 días más en medio específico para el  mantenimiento de los 
adipositos diferenciados (Adipogenic Maintenance Medium SingleQuots®, Lonza). 
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 Finalizado el proceso de diferenciación, las vacuolas de grasa  
intracitoplasmáticas de las MSCs diferenciadas se tiñeron con colorante Oil Red 
(Sigma Aldrich) y los núcleos con hematoxilina para realizar el análisis observacional 
de la capacidad de diferenciación adipogénica de las MSCs por microscopía óptica. 
Para ello, las células teñidas fueron observadas a través del microscopio Nikon Eclipse 
TE2000-S con objetivo 10x y las imágenes adquiridas con cámara fotográfica Nikon 
DS-U2 acoplada al microscopio y procesadas con el software de análisis NIS-Element 
AR 3.2. 
  
 Para la determinación del potencial de diferenciación adipogénico de las MSCs 




 Este estudio fue realizado en placas de cultivo de 6 pocillos de BD Falcon™. En 
cada pocillo se sembraron 1,9105 MSCs en 2mL de medio de cultivo α-MEM 
completo. 
 
 Los cultivos celulares fueron incubados a 37C de temperatura en atmósfera 
humidificada y 5% de CO2 durante 24h. Finalizada dicha incubación, el medio α-MEM 
fue reemplazo por medio de cultivo específico suplementado con factores inductores 
de la osteogénesis (Osteogenic-Differentiation Basal Medium SingleQuots®, Lonza), 
manteniendo el cultivo durante 21 días más hasta observar depósitos de Ca
+2
 liberados 
al espacio extracelular y una red celular formada por osteoblastos diferenciados. 
 
 Los depósitos de Ca
+2 
fueron teñidos con el colorante Alizarín Red para 
determinar la capacidad de diferenciación osteogénica de las MSCs por microscopía 
óptica. Para ello, las muestras teñidas se observaron a través de un microscopio Nikon 
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Eclipse TE2000-S con objetivo 10x y las imágenes adquiridas con cámara fotográfica 
Nikon DS-U2 acoplada al microscopio y procesadas con el software de análisis NIS-
Element AR 3.2. 
  
 Un total de 20 imágenes por muestra fueron analizadas para determinar el 




 El potencial de diferenciación condrogénico de las MSCs se determinó a partir 
de cultivos realizados en tubos de fondo cónico de 15ml de capacidad (BD Falcon™). 
  
 En cada tubo se sembraron 2,5105 MSCs en un volumen de 500µL de medio de 
diferenciación condrogénico (Completed StemXVivo Rat Chondrogenic 
Differentiation Media, R&D System). Durante 21 días las células se incubaron a 37 en 
atmósfera humidificada y 5% de CO2, renovando el medio cada 72 horas. 
  
 Tras dicho periodo de tiempo, la micromasa diferenciada fue procesada para su 
análisis y caracterizada por microscopía electrónica de transmisión, método 
seleccionado por su elevada sensibilidad en la identificación y localización de las 





 El procesamiento de las micromasas se realizó mediante su fijación en 
glutaraldehido al 2,5% y tetróxido de osmio al 1% y su posterior inclusión en resina 
epoxi polimerizada para la formación de un bloque compacto. Se realizaron cortes 
ultrafinos de 0,1µm de grosor, se colocaron sobre rejillas de cobre y níquel y se 
contrastaron con uranil saturado y citrato de plomo para ser observadas a través del 
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microscopio electrónico de transmisión Jeol Jem 1400 (Jeol, Japón) de alta resolución 
ubicado en el Servicio Central de Apoyo a la Investigación (SCAI) del campus 
universitario de Rabanales en Córdoba. 
 
 El análisis morfológico y ultraestructural de cada una de las secciones se realizó 
a través de las imágenes adquiridas en modo .tiff con el software de microanálisis Inca 
energy 200 tem y Aztec de adquisición de imágenes acoplado al propio equipo. Por 
cada muestra fueron adquiridas y analizadas 10 imágenes. 
 
2.6.-CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA DE CÉLULAS 
MONONUCELADAS Y CÉLULAS MESENQUIMALES 
 
 La caracterización morfológica de las CMNs se realizó por microscopía 
electrónica de transmisión. 
 
 La caracterización morfológica de las MSCs fue realizada por microscopía 
electrónica de barrido y por microscopía electrónica de transmisión sólo en aquellas 
poblaciones de MSCs que tras el análisis fenotípico y morfológico presentaron 
características homogéneas entre ellas y fueron seleccionadas como tratamiento a 
administrar en el estudio in vivo posteriormente desarrollado.  
Las poblaciones celulares analizadas morfológicamente fueron las MSCsMO en pase 2 
de cultivo (MSCsMOp2) y las MSCsTA en pase 5 (MSCsTAp5). 
 
 Previo al procesamiento de las muestras, las suspensiones celulares fueron 
descongeladas siguiendo el mismo protocolo anteriormente descrito (pto 2.5) y 
resuspendidas en PBS. De cada una de las muestras se realizó un frotis para evaluar la 
integridad celular tras el proceso de descongelación. Para ello se colocó una gota de la 
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suspensión celular sobre el porta, se extendió en forma de fina capa, se dejó secar a 
temperatura ambiente, se añadió unas gotas de metanol frío para fijar las células y éstas 
fueron teñidas con Giemsa. Las preparaciones celulares teñidas se observaron en un 
microscopio Nikon Eclipse TE2000-S ubicado en la Unidad de Terapia Celular del 
HURS, con objetivo de 40×. 
 
2.6.1.-Caracterización por microscopía electrónica de transmisión 
 
 Para el análisis de las distintas muestras por microscopía electrónica de 
transmisión, las suspensiones celulares (CMNs, MSCsMOp2 y MSCsTAp5) se 
resuspendieron en glutaraldehido al 2,5% y tetróxido de osmio al 1% como fijadores, 
se deshidrataron con distintas soluciones de etanol en concentraciones crecientes y se 
incluyeron en resina epoxi para la formación de un bloque compacto. En los distintos 
bloques se realizaron cortes ultrafinos de 0,1µm de grosor con un ultramicrotomo LKB 
III. Estos cortes se colocaron sobre rejillas de cobre y níquel y se contrastaron con 
uranil saturado y citrato de plomo. 
 
 La caracterización morfológica de las distintas muestras procesadas se realizó a 
través del microscopio electrónico Jeol Jem 1400 (Jeol, Japón) de alta resolución 
ubicado en el SCAI del campus universitario de Rabanales en Córdoba, mediante el 
análisis detallado de las imágenes adquiridas en modo .tiff a través del software de 
adquisición de imágenes para su microanálisis Inca energy 200 tem y Aztec, acoplado 
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2.6.2.-Caracterización por microscopía electrónica de barrido 
 
 Para la caracterización morfológica de las MSCs por microscopía electrónica de 
barrido las células fueron sembradas en cultivo en placas de 6 pocillos (BD Falcon™). 
 
 En cada uno de los pocillos de las placas, previo a la siembra de las MSCs, se 
colocó un cubre estéril de plástico Thermanox de 22mm de diámetro (Thermo 
Scientific, Nunc, USA). Un total de 6,4104 de MSCs fueron sembradas por pocillo en 
2mL de medio α-MEM completo e incubadas a 37C de temperatura en atmósfera 
humidificada al 5% de CO2 hasta alcanzar el cultivo una confluencia celular del 90-
95%, renovando el medio cada 72 horas. 
 
 Finalizado el cultivo, del fondo de cada pocillo se retiró el cubre de plástico con 
las MSCs adheridas.  
 
 Estas células adheridas al cubre fueron fijadas con solución de glutaraldehido al 
2,5%, deshidratadas en distintas soluciones de acetona en concentraciones crecientes y 
recubiertas con oro coloidal en un sombreador BAL-TEC SCD005 ubicado en el SCAI 
del campus universitario de Rabanales en Córdoba. 
 
 La caracterización morfológica de las distintas muestras procesadas se realizó a 
través del microscopio electrónico de barrido Jeol JSM 6300 de alta resolución, 
ubicado en el SCAI del campus universitario de Rabanales en Córdoba, mediante el 
análisis detallado de las imágenes adquiridas.  
 
 La adquisición de imágenes se realizó a través del software de microanálisis X-
act 80 acoplado al propio equipo. Un total de 20 imágenes fueron adquiridas en los tres 
aumentos disponibles del microscopio: 270x, 330x y 600x. 
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2.7.-CUANTIFICACIÓN DE FACTORES SOLUBLES SECRETADOS POR 
LAS CÉLULAS MESENQUIMALES EN CULTIVO 
  
 La cuantificación de factores secretados por las MSCs en cultivo fue realizada 
en los días +4 y +7 de cultivo en todos los pases. 
 
 El estudio fue realizado en placas de cultivo de 6 pocillos de BD Falcon™. Una 
vez descongeladas las distintas alícuotas celulares, en cada pocillo se sembraron 
6,4×10
4 
MSCs en 2mL de medio α-MEM completo. Todos los pocillos se sembraron 
por triplicado (Fig. 8). 
 
 Para la cuantificación del día +4 de cultivo, las MSCs se incubaron durante 72 
horas (día +3) a 37C de temperatura en atmósfera humidificada y 5% de CO2, se 
renovó el medio y se continuó la incubación durante veinticuatro horas más hasta la 
recogida del sobrenadante de cada pocillo. 
 Para la cuantificación del día +7 de cultivo, las MSCs se incubaron durante 72 
horas (día +3), se renovó el medio y se continúo la incubación en las mismas 
condiciones durante 72 horas más (día +6), se volvió a renovar el medio incubando 
durante veinticuatro horas más hasta la recogida del sobrenadante de cada pocillo. 
 
 El cambio de medio realizado veinticuatro horas antes de la recogida de los 
sobrenadantes premitió expresar el resultado de la cuantificación de cada factor en 
pg/mL de medio por cada 10.000 MSCs cultivadas durante 24 horas. 
 
 Una vez recolectados todos los sobrenadantes, se centrifugaron para eliminar 
cualquier partícula contaminante que interfiera en la cuantificación final, y se 
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realizaron alícuotas de 300µL en tubos eppendorf, criopreservándolas a -80C de 
temperatura hasta la realización de los distintos experimentos. 
 
 En cada uno de los sobrenadantes fue cuantificado el factor de crecimiento del 
endotelio vascular tipo A (VEGF-A), el factor de crecimiento de fibroblastos-tipo 2 
(FGF-2) y del factor de crecimiento transformante-β1 (TGF-β1) mediante ensayo de 
inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). 
 
 Las MSCs adheridas al fondo de cada uno de los pocillos en los que fue 
recolectado el sobrenadante se tripsinizaron y lavaron en PBS para determinar su 
viabilidad celular y el recuento en cada pocillo de la placa de cultivo. 
 
 
Figura 8.-Diseño del experimento de cuantificación de factores secretados por MSCs en 
cultivo el día +4 (tiempo 1) y el día +7 (tiempo 2). 
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2.7.1.-Factor derivado del endotelio vascular tipo A 
 
 La cuantificación de la concentración de VEGF-A en el sobrenadante del cultivo 
de las MSCs se realizó con el kit de ELISA comercial de RayBio® “Rat VEGF 
ELISA, RayBiotech” en una placa de 96 pocillos. 
 
 Se prepararon diluciones seriadas de VEGF-Arat estándar conocidas, siendo la 
máxima concentración 200pg/mL y la mínima 0,82pg/mL. Con estas diluciones  
conocidas se elaboró la curva estándar final con la que fueron cuantificadas las 
distintas concentraciones de VEGF presentes en las muestras analizadas. Como blanco 
o muestra sin VEGF-A se utilizó el propio diluyente de las muestras. 
 
 Todos los pocillos de la placa de ELISA fueron por duplicado. 
A cada pocillo se añadieron 100µL de las diluciones realizadas con el VEGF-Arat 
estándar o 100 µL de las distintas muestras a cuantificar, según el caso. 
Se incubó en agitación suave para inmovilizar el VEGF-A contenido en cada una de las 
muestras y se retiró el exceso una vez finalizada la incubación. 
Seguidamente se añadió a cada pocillo 100µL de anticuerpo secundario anti-VEGF-
Arat marcado con biotina, incluido en el kit, incubándolo para su fijación al VEGF-A 
inmovilizado al fondo de la placa. 
Finalizada la incubación se retiró el exceso de anticuerpo secundario, se añadió a cada 
pocillo 100µL de enzima peroxidasa HRP (HorseRadish Peroxidase) conjugada con 
estreptavidina y se incubó para permitir la fijación al anticuerpo biotinilado ya 
adherido al fondo de la placa. 
A continuación, y tras eliminar el exceso de enzima, se añadieron 100µL de solución 
de tetrametilbencidina (TMB)  y peróxido de hidrógeno como sustrato produciéndose 
una reacción enzimática cuyos productos resultantes presentaron un color azul que viró 
Material y Métodos 
95 
al amarillo tras añadir 50 µL de solución 0,2M de ácido sulfúrico a cada pocillo como 
solución stop de la reacción enzimática.  
 
 La intensidad del color obtenida fue directamente proporcional a la cantidad de 
VEGF-A y fue cuantificada como absorbancia a una longitud de onda de 450nm 
(λ450nm) en un lector de placas Optic IVYMEN® System (Mod. 2100C). 
 
 A partir de las absorbancias obtenidas se calculó la concentración final de VEGF 
en cada uno de los pocillos aplicando la fórmula derivada de la recta patrón resultante 
en la representación gráfica de las concentraciones estándares del VEGF-Arat (eje 
abscisa) y sus correspondientes absorbancias (eje ordenadas). 
 La concentración mínima de VEGF-A detectable por el ensayo fue de 2pg/mL. 
 
2.7.2.-Factor de crecimiento transformante tipo β1 
 
 La cuantificación de la concentración de TGF-β1 en el sobrenadante de las 
MSCs cultivadas se realizó con el kit de ELISA comercial de Invitrogen™ “ELISA Kit 
Multispecies TGF-β1” en una placa de 96 pocillos. 
 
 Se prepararon diluciones conocidas de TGF-β1 estándar proporcionado por el kit 
desde una concentración máxima 2000 pg/mL hasta una concentración mínima de 31,2 
pg/mL. Como blanco o muestra control sin TGF-β1 se utilizó el propio diluyente 
incluido en el kit. 
 
 200µL de cada una de las diluciones del TGF-β1 estándar y de las muestras a 
cuantificar, y 50µL de anticuerpo secundario anti-TGF-β1 marcado con biotina fueron 
añadidos a cada pocillo, por duplicado, excepto en los pocillos considerados como 
“cero estándar”. 
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Esta mezcla se incubó para permitir la fijación del TGF-β1 de las distintas muestras al 
anticuerpo específico y al biotilinado. 
Finalizada la incubación, el exceso de anticuerpo se retiró y se añadieron 100µL de 
enzima peroxidasa HRP conjugada con estreptavidina a cada pocillo, excepto en los 
pocillos “cero estándar”, para su fijación al anticuerpo. 
Se retiró el exceso de enzima y 100µL de solución de tetrametilbencidina (TMB) se 
añadieron a cada pocillo desencadenando una reacción enzimática cuyos productos 
resultantes mostraron un color azul que viró al amarillo tras añadir a cada pocillo 50µL 
de ácido sulfúrico 0,2M como solución stop a dicha reacción. 
 
 La intensidad del color resultó directamente proporcional a la cantidad de TGF-
β1 contenido en cada pocillo.Dicha intensidad de luz fue cuantificada como 
abserbancia (λ450nm) en un lector de placas Optic IVYMEN® System (Mod. 2100C). 
 
 La concentración final de TGF-β1 en cada uno de los pocillos se calculó a partir 
de la fórmula de la recta patrón resultante en la representación gráfica de las distintas 
concentraciones conocidas del TGF-β1 estándar (eje de abscisa) frente a sus 
absorbancias (eje de ordenadas). 
 La concentración mínima detectable de TGF-β1 por el ensayo fue de 15,6pg/mL. 
 
2.7.3.-Factor de crecimiento fibroblástico tipo 2 
 
 La cuantificación de la concentración de FGF-2 en el sobrenadante de las MSCs 
cultivadas se realizó con el kit de ELISA comercial de R&D System 
“Quantikine®ELISA Mouse/Rat FGF basic” en una placa de 96 pocillos. 
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 Se prepararon diluciones conocidas del FGF-2 estándar proporcionado por el kit 
desde una concentración máxima 100pg/mL hasta una concentración mínima de 
15,6pg/mL. Como blanco o muestra control sin FGF-2 se utilizó el propio diluyente 
incluido en el kit. 
 
 En cada pocillo de la placa de ELISA, y por duplicado, se añadieron 100µL de 
cada una de las diluciones del FGF-2 conocidas o 100 µL de las distintas muestras a 
cuantificar. 
Se incubó en agitación suave para inmovilizar el FGF-2 de cada una de las muestras al 
fondo del pocillo, retirando el exceso una vez finalizada la incubación. 
Seguidamente, se añadieron 100µL de anticuerpo secundario específico FGF-2 de 
ratón/rata conjugado con la enzima HRD peroxidada y tras incubarlo y lavar los 
pocillos, se volvió a incubar con 100µL de solución de TMB añadidos a cada pocillo. 
Durante la incubación se produjo la reacción enzimática cuyos productos resultaron de 
color azul el cual viró al amarillo tras añadir a cada pocillo 50µL de ácido sulfúrico 
0,2M como solución stop a dicha reacción. 
 
 La intensidad del color resultó directamente proporcional a la cantidad de FGF-2 
fijado inicialmente en el fondo de la placa. Esta intensidad de luz fue cuantificada 
como abserbancia (λ450nm) en un lector de placas Optic IVYMEN® System (Mod. 
2100C). 
 
 La concentración final de FGF-2 en cada uno de los pocillos se calculó a partir 
de la fórmula de la recta patrón resultante de la representación gráfica de las 
concentraciones de FGF-2 estándares (eje abscisa) frente a sus valores de absorbancia 
obtenidos (eje de ordenadas). 
 La concentración mínima de FGF-2 detectable por el ensayo fue de 1,42pg/mL. 
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2.8.-DETERMINACIÓN DE LA TASA DE DUPLICACIÓN DE CADA 
POBLACIÓN DE CÉLULAS MESENQUIMALES 
 
 La tasa de duplicación de la población celular a lo largo del tiempo de cultivo 
(PD, Population Doubling) fue calculada para ambas poblaciones de MSCs en todos 
los pases de cultivo mediante la fórmula: 
 
 Tasa de duplicación de la población celular = 
= (Log Nº final de MSCs)-(Log Nº inicial de MSCs) / (Log 2) 
 
 El número inicial de MSCs sembradas en todos los cultivos fue de 6,4×10
4 
de 
MSCs por pocillo. 
 
 Para conocer el número final de células en cada pocillo, una vez retirados los 
sobrenadantes, las MSCs, tal como se ha explicado anteriormente (pto. 2.7), fueron 
tripsinizadas y lavadas con PBS por centrifugación.  
 
 El pellet resultante se resuspendió en 1mL de PBS y se determinó la viabilidad 
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3.-DESARROLLO EXPERIMENTAL DEL MODELO MURINO DE 
MIOCARDIOPATÍA DILATADA 
 
3.1.-INDUCCIÓN DE LA MIOCARDIOPATÍA DILATADA 
 
 Para el modelo animal se utilizaron de 66 ratas Wistar macho sanas de 8 
semanas de edad con un peso medio de  200±50. Todas los animales fueron 
randomizados inicialmente en cuatro grupos: grupo control o placebo (n=16), grupo 
CMNs (n=16), grupo MSCsTA (n=17) y grupo MSCsMO (n=17). 
 
 Previo al inicio del estudio, las ratas permanecieron en cuarentena bajo la 
supervisión del personal técnico del bioterio de la Unidad Experimental durante 7 días, 
sin ser sometidas a ninguna manipulación para determinar su estado de salud. 
  
 La fase experimental se inició con la inducción de la MCD en todas las ratas 
incluidas en los cuatro grupos de estudio mediante la generación de una miocarditis 
autoinmune tras la administración de dos dosis de miosina derivada de corazón porcino 
separadas por un intervalo de tiempo de 7 días (día +1 y día +7). 
 La miosina actuó como antígeno desencadenando una reacción inmunitaria en el 
100% de las ratas tratadas. 
 Ambos procedimiento de administración del antígeno se iniciaron con la 
sedación del animal por vía inhalatoria (INH) en una caja de inducción del equipo de 
anestesia con suministro de gas sevofluorano a una concentración del 6% (Fig. 9A) 
mantenido hasta la pérdida completa de estación del animal. 
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 En este punto, la sedación fue mantenida reduciendo la concentración de 
sevofluorano al 3,5%, trasladando el animal a la mesa de trabajo (Fig. 9B). 
 Se realizaron varias punciones en diversos puntos de las almohadillas de las 
patas traseras hasta inyectar 0,2mL de la solución antigénica compuesta por miosina 
derivada de corazón porcino y adyuvante completo de Freund. Las punciones fueron 
realizadas con jeringa de 1mL de volumen y aguja de 0,5mm×16mm (Fig. 9C y 9D). 
 
 La mezcla antigénica inyectada se preparó a partir de 0,1mL de miosina de 
origen porcino disuelta en Cloruro potásico (KCl) y PBS a una concentración de 
10,0mg/mL, (Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU) y de 0,1mL de adyuvante completo de 
Freund, preparado a partir de 10mg de Mycobacterium tuberculosis H37 RA (Difco 
laboratories, Detroit, EEUU) disuelto en 1mL de adyuvante incompleto de Freund 
(Difco laboratories, Detroit, EEUU). 
 
 Finalizada la administración de la mezcla antigénica, se interrumpió el 
suministro de gas anestésico manteniendo la observación del animal hasta su completa 
recuperación, tanto del ritmo cardiorrespiratorio como de la movilidad. 
 Según el procedimiento descrito para la inducción de la MCD por miocarditis 




y en base a las pruebas 
funcionales realizadas, posteriormente descritas (pto. 4.1), 5 semanas después de la 
administración de la segunda dosis del antígeno las ratas desarrollaron una disfunción 
cardiaca similar a la observada en la miocardiopatía dilatada de humanos. 
 Este fue considerado como el punto de máximo daño del estudio 
correspondiéndose con el día +42, cinco semanas tras la segunda inmunización con 
miosina. 
 




Figura 9.-Procedimiento de inducción de la miocardiopatía dilatada en ratas Wistar. A, 
Sedación del animal en caja de inducción. B, Mantenimiento de la sedación en mesa de trabajo. 
C, Inyección de 0,2mL de solución antigénica en almohadilla de pata trasera. D, Inflamación 
crónica de los miembros inferiores tras la administración de la solución antigénica. 
 
3.2.-ADMINISTRACIÓN DE LA TERAPIA CELULAR 
 
 El día +42 se llevó a cabo el procedimiento de administración IM de los 
productos celulares o placebo en todos los animales. 
 El protocolo por el cual se procesaron los distintos tipos celulares para ser 
administrados como tratamiento fue idéntico. 
 
 Dicho procesamiento se inició con la descongelación de las suspensiones 
celulares criopreservadas siguiendo el protocolo anteriormente descrito (pto. 2.5), 
resuspendiéndolas finalmente en 1mL de suero fisiológico (SF) para determinar la 
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viabilidad celular por el método de tinción con azul tripán y el recuento en cámara de 
Neubauer. 
 
 5 millones de células de cada tipo celular fueron alicuotadas en eppendorf en un 
volumen de 100μL de SF. Para el grupo de ratas receptoras de CMNs se descongelaron 
14 muestras (n=14) y para los grupos de ratas receptoras de MSCsTA y de MSCsMO 
se descongelaron 16 muestras de cada tipo celular (n MSCsTA = 16; n MSCsMO =16). 
 A cada rata receptora se le administraron células procedentes de una única rata 
donante. 
 Para la administración del placebo en el grupo control, se prepararon 14 
alícuotas de 100µL de SF (n=14). 
 
 Los productos celulares o placebo se administraron por vía IM 
73,96,99
 mediante 
toracotomía lateral izquierda a nivel del quinto espacio intercostal. 
 Para este procedimiento quirúrgico, las ratas fueron anestesiadas por vía INH 
con sevofluorano al 6% y mezcla de oxígeno (Fig. 10A), con un seguimiento continuo 
de la frecuencia cardiorrespiratoria del animal.  
 Las ratas sedadas fueron colocadas en posición decúbito supino sobre la mesa de 
trabajo y entubadas por vía endotraqueal permaneciendo conectadas a un respirador 
automático Harvard de pequeños animales (Harvard Apparatus, EEUU) cuya 
frecuencia respiratoria se mantuvo entre 105-110 respiraciones/minuto, administrando 
un volumen de mezcla de gases de 2,5L/respiración al 3% de sevofluorano (Fig. 10B) 
 Entubado el animal, se colocó en posición decúbito lateral derecho, rasurando y 
aseptizando el área del costado izquierdo a intervenir. Se realizó una primera incisión 
en la línea media anterior del tórax de unos 2,5cm de longitud (Fig. 10C), disecando la 
piel y separando los músculos pectorales, y una segunda incisión sobre la línea medio 
clavicular del espacio intercostal entre la 4ª y la 5ª hasta penetrar en la cavidad 
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torácica. Con la ayuda de un retractor Weitlaner (FST, Heidelberg, Alemania) se 
separaron las costillas, muy cuidadosamente, quedando el corazón expuesto a la altura 
del VI y del ápex (Fig. 10D) procediento a la inyección del  tratamiento en dos puntos 
de la zona media y en dos de la zona apical del miocardio ventricular izquierdo del 
corazón con una jeringa y aguja Hamilton® (Hamilton® Company, USA) de 26G (Fig. 
10E). 
 Al inicio de este procedimiento se administró fentanilo citrato a una dosis de 
0,02 mg/Kg de peso del animal por vía IP como analgésico. 
 
 Los productos celulares administrados según los grupos de estudio fueron los 
siguientes: 
 
- 100µL de SF: grupo control (n=14) 
- 5×10
6 
CMNs en 100µL de SF en el grupo CMNs (n=14) 
- 5×10
6 
MSCsTA en 100µL de SF: grupo MSCsTA (n=16) 
- 5×10
6
 MSCsMO en 100µL de SF: grupo MSCsMO (n=16) 
 
 Finalizada la administración del tratamiento, se retiró el retractor, se cerró la 
cavidad torácica con sutura reabsorbible monofilamento 3-0, se unieron los músculos 
intercostales y pectorales con sutura sintética absorbible multifilamento trenzada 3-0, y 
se suturó la piel con grapadora desechable (Fig. 10F). 
 
 El suministro de sevofluorano fue interrumpido, manteniendo el animal entubado 








Figura 10.-Procedimiento quirúrgico para la administración del tratamiento celular o 
placebo por vía intramiocárdica en ratas Wistar con miocardiopatía dilatada inducida. A, 
Inducción de sedación en el animal y detalle de zona de trabajo. B, Mantenimiento del animal 
sedado y entubado por vía endotraqueal. C, Incisión inicial en el procedimiento quirúrgico. D, 
Apertura de la cavidad torácica a través del espacio intercostal con retractor Weitlaner. E, 
Inyección intramiocárdica del tratamiento celular o placebo. F, Sutura final del procedimiento 
quirúrgico. 
 
3.3.-SACRIFICIO Y OBTENCIÓN DEL TEJIDO CARDIACO 
 
 Transcurridos 28 días desde la administración del tratamiento, es decir, 70 días 
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 Todas las ratas supervivientes (n=51) fueron eutanasiadas siguiendo las más 
estrictas normas éticas y legales redactadas en el Real Decreto 53/2013, de 1 de 
febrero. 
 
 Para el sacrificio, a las ratas se les administró una dosis de tiopental sódico 
ligeramente inferior a la dosis letal 50 (L50 = 40mg/Kg de peso del animal) para 
conservar el latido cardiaco, y 0,02mg de Fentanilo citrato/Kg de peso del animal como 
analgesia, ambos por vía IP. 
 
 Confirmada la pérdida del reflejo podal en el animal, se procedió a la perfusión 
de solución de KCl, a una concentración de 60 mEq 
100
, a través de la abertura 
realizada en la cavidad torácica, por dos vías simultáneas: el ápex del corazón y la vena 
cava inferior, y se indujo la parada cardiaca en fase diastólica.  
 
 Se realizó una segunda perfusión con SF y una tercera perfusión con solución 
tamponada de paraformaldehido al 4% para fijar las células del tejido cardiaco y 
bloquear la autolisis de las proteínas del tejido (Fig. 11A, B y C). 
 
 Finalmente el corazón fue extirpado y sumergido en solución tamponada de 
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Figura 11.-Procedimiento de eutanasia en ratas Wistar macho el día +70 del estudio. A: 
Detalle del material. B: Doble perfusión a través del ápex y la vena cava del corazón. C: 
Perfusión simultánea. D: Comparativa de la morfología de un corazón extraído de una rata 
Wistar con miocardiopatía dilatada y tratada con placebo (izquierdo en la imagen) y de un 












4.1.-FUNCIONALIDAD CARDIACA POR ECOCARDIOGRAFÍA 
 
 El análisis de funcionalidad cardiaca se realizó mediante ecocardiografía en 
todos los grupos de ratas el día 0 del estudio, el día +42 y el día +70. 
 
 Para dicho análisis se utilizó un equipo Siemens Acuson x300 Ultrasound 
System Release 2.0 (Siemens AG, Munich, Alemania) equipado con un transductor 
lineal VF13.5SP de 8,9 MHz en modo M para la adquisición de imágenes 
bidimensionales (Fig. 12), cedido por el Servicio de Cardiología del HURS. 
 Las estructuras cardiacas, atravesadas por un haz de ultrasonidos único, generan 
ecos cuyo movimiento en el espacio es registrado en la pantalla del equipo de forma 
continua, dando como resultado detalles paramétricos de la movilidad cardiaca. 
 
 Para la realización del registro ecográfico, las ratas se anestesiaron por vía  INH 
con sevofluorano al 6%, reduciendo esta concentración a 3,5% una vez confirmada la 
pérdida de estación del animal.  
 En posición decúbito supino, se colocó el transductor de ultrasonidos sobra la 
pared torácica izquierda de las ratas, previamente rasurada, y se realizó el registro del 
engrosamiento del miocardio septal y de la pared posterior del VI a través de la 
disminución del diámetro final ventricular, o diámetro final sistólico (DFS), y del 
aumento del tamaño ventricular alcanzado al final de la fase de diástole (DFD). A 
partir de estos dos parámetros, se pudieron calcular patrones básicos de la dinámica 
cardiaca como los volúmenes finales telediastólicos (VFD) y telesistólicos (VFS), la 
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fracción de eyección (FE) y la fracción de acortamiento (FA) del VI a través del 
software del propio equipo. 
 
 
Figura 12.-Equipos y material para la realización de ecocardiografías en ratas Wistar. 1, 




 El registro del peso corporal (Pc) de todos los animales se realizó el día 0 del 
estudio y el día +70, previo al sacrificio. Para dicho registro se utilizó una báscula 
Ohaus® CSSeries de 0,1g de sensibilidad. 
Material y Métodos 
109 
La longitud del eje transversal del corazón fue medida con un calibrador Palmer 
micrométrico (J.P. Selecta S.A., España) de 0,002mm de precisión y el peso del 
corazón (PCo) fue registrado en una balanza electrónica de precisión TP/303 
(Instrument GmbH, EEUU). 




Ratio = PCo / Pc (gKg-1) 
 
4.3.-FACTORES SOLUBLES EN SUERO 
 
 Los factores solubles fueron analizados en el suero de todas las ratas Wistar 
incluidas en el estudio. 
 
 Para la toma de muestras de sangre venosa, las ratas fueron sedadas por INH con 
sevofluorano al 6% y mantenida la sedación al 3,5%. La extracción de sangre se realizó 
con jeringa de 1mL de volumen y aguja de 0,5mm×16mm mediante punción de la vena 
subclavia, derecha o izquierda (Fig. 13) y se depositó en tubos Vacutainer™ (BD) con 
coagulante y gel. Finalizada la extracción, se interrumpió el suministro de gas 





 Para separar el suero del resto de componentes de la sangre, se realizó una 
centrifugación a 2000g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los sueros 
obtenidos se alicuotaron en volúmenes de 0,3mL en tubos eppendorf  y se congelaron a 
-80C para optimizar la conservación de los factores solubles hasta el momento de su 
cuantificación. 
 




Figura 13.-Extracción de sangre en rata Wistar. Punción de la vena subclavia. 
 
4.3.1.-Factor de crecimiento del endotelio vascular 
 
 Para determinar la concentración sérica del VEGF se obtuvieron muestras de 
sangre de todos los animales los días 0, +42, +43 y +70 del estudio. 
 
 La cuantificación del VEGF se llevo a cabo  mediante la técnica de ELISA, 
utilizando el kit comercial de RayBio® “Rat VEGF ELISA RayBiotech”. 
 
 Para iniciar el ensayo se descongelaron las muestras de suero criopreservadas y 
se diluyeron 2 en diluyente. Se prepararon distintas alícuotas del VEGF recombinante 
(VEGFr) estándar proporcionado por el kit, desde una concentración máxima de 
200pg/mL a una mínima de 0,82pg/mL. Como blanco o muestra control sin VEGF se 
utilizó el diluyente de las muestras proporcionado por el kit. 
 
 Todas las muestras fueron añadidas a los pocillos de la placa de ELISA se 
montaron por duplicado. 
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 El procedimiento experimental se llevó a cabo siguiendo el mismo protocolo 
anteriormente descrito (pto. 2.7.1). 
 
4.3.2.-Péptido natriurético atrial tipo B 
 
 Para determinar la concentración sérica del péptido natriurético atrial-tipo B 
(BNP) se recogieron muestras de sangre de todas las ratas incluidas en el estudio los 
días 0, +42 y +70. 
 
 La cuantificación de dicho factor se realizó mediante la técnica de ELISA con el 
kit comercial  de abcam® “BNP 45 Rat ELISA Kit”. 
 
 Para iniciar el ensayo, se descongelaron todos los sueros previamente 
criopreservados y prepararon distintas diluciones conocidas del BNP estándar 
proporcionado por el kit desde una concentración máxima de 110-3pg/mL a una 
mínima de 0,03110-3pg/mL. Como blanco o muestra control sin BNP se utilizó el 
propio diluyente de las muestras proporcionado por el kit. 
 
 Un volumen de 50µL de cada muestra se añadió por pocillo en la placa de 
ELISA por duplicado y se incubó para inmovilizar el BNP contenido al fondo del 
pocillo. 
 Finalizada la incubación se retiró el exceso de factor y se añadió 50µL a cada 
pocillo de anticuerpo secundario anti-BNPrat marcado con biotina, volviendo a incubar. 
 Una vez retirado el exceso de anticuerpo, se añadió a cada pocillo 50µL de 
enzima peroxidasa HRP (HorseRadish Peroxidase) conjugada con estreptavidina y se 
incubó para favorecer la unión de la enzima al anticuerpo biotinilado. 
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 Finalizada la incubación, 50µL de tetrametilbencidina (TMB) y peróxido de 
hidrógeno como sustratos de la enzima se añadieron a cada pocillo generando 
productos azulados de dicha reacción enzimática que viraron a color amarillo tras 
añadir ácido sulfúrico 0,2M como solución stop. 
 
 La intensidad del color de cada producto fue proporcional a la cantidad de BNP 
fijado inicialmente en el fondo de cada pocillo y fue cuantificada en un lector de placas 
Optic IVYMEN® System (Mod. 2100C) como absorbancia a λ450nm. 
 
 La concentración de BNP de cada muestra de suero se calculó a través de la 
fórmula derivada de recta patrón obtenida de la representación gráfica de las 
concentraciones conocidas del BNP estándar en el eje de abscisa y el valor de sus 
absorbancias en el eje de ordenadas. 
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5.-ANÁLISIS MORFO-HISTOLÓGICO DEL TEJIDO CARDIACO 
 
5.1.-PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE TEJIDO CARDIACO 
 
 De los 51 corazones obtenidos de las ratas supervivientes y sacrificadas el día 
+70 del estudio, 39 fueron procesados para la realización de estudios morfo-
histológicos por microscopía óptica (n=11, grupo placebo; n=10, grupo CMNs; n=7, 
grupo MSCsTA; n=11, grupo MSCsMO) y 12 corazones se procesaron para los 
estudios ultraestructurales realizados por microscopía electrónica de transmisión (n=3 
por grupo). 
 
 El procesamiento del tejido cardiaco para su posterior análisis por microscopía 
óptica se inició con la fijación del tejido por perfusión con paraformaldehido al 4%, 
anteriormente descrita (pto. 3.3), y la realización en los corazones extirpados de cortes 
transversales seriados desde el nivel medio del VI hasta el ápex de 2mm de grosor. 
 Cada sección de tejido fue introducida en un cassette Slimsette
®
 (Deltalab S.L. 
España) y procesada automáticamente en varias fases con un equipo Leica TP1020 
(Leica Biosystems, Alemania) ubicado en la Unidad Experimental del IMIBIC.  
 En dicho procesamiento automático, el tejido fue fijado inicialmente en 
paraformaldehido al 4%, deshidratado con distintas soluciones de etanol en 
concentraciones crecientes, aclarado en xilol e incluido finalmente en parafina para 
darle consistencia. 
 Los bloques de parafina con las muestras incluidas fueron cortados en un 
microtomo Leica RM2125 RTS con cuchilla de acero en secciones iniciales de 20µm 
de grosor, para desbastar los bloques, y de 6-8µm para los cortes definitivos. 
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 Estos cortes finos se colocaron sobre portaobjetos de cristal Deltalab® y se 
dejaron secar en un horno a 37C de temperatura. 
 
 Por cada corazón extirpado se montaron cristales con preparaciones de tejido del 
siguiente modo: dos cristales para realizar la tinción del tejido cardiaco con 
Hematoxilina/eosina (H/E), 2 cristales para la tinción con tricrómico de Masson y 2 
cristales para la tinción inmunohistoquímica con α-Actina de Músculo Liso (α-SMA, α 
Smooth Muscle Actine). 
 
5.2.-ANÁLISIS MORFOESTRUCTURAL: TINCIÓN CON HEMATOXILINA Y 
EOSINA 
 
 Para realizar la tinción con los colorantes hematoxilina y eosina, las muestras de 
tejido cardiaco procesadas y fijadas sobre los portaobjetos de cristal se desparafinaron 
en xilol, se deshidrataron en distintas soluciones de etanol en concentraciones 
crecientes y se tiñeron con hematoxilina de Harris y eosina alcohólica. 
 A continuación, las muestras fueron rehidratadas de nuevo, aclaradas en xilol y 
cubiertas con medio de montaje (Dako) y cubreobjetos de cristal (Deltalab®). 
 
 La observación de las preparaciones teñidas fue realizada con el objetivo 20 en 
el microscopio óptico Nikon Eclipse Ci (Nikon Corporation, Tokio, Japón) ubicado en 
la Unidad de Terapia Celular del HURS de Córdoba. 
 La captura de las imágenes se realizó con la cámara fotográfica DS-Fi1 acoplada 
al propio microscopio y la adquisición con el software NIS-Elements versión 2.3 en 
formato .tiff. 
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 Para el análisis de las muestras de tejido cardíaco teñidas con H/E fueron 
analizados los distintos elementos celulares teñidos por ambos colorantes, tanto los  
basófilos, teñidos de azul por la hematoxilina, como los acidófilos, teñidos en distintos 
tonos de rojo por la eosina. 
 
 Todas las observaciones histológicas se realizaron a ciegas y, al menos, por dos 
investigadores independientes. 
 
5.3.-ANÁLISIS MORFOMÉTRICO DE LA FIBROSIS CARDIACA: 
 TINCIÓN CON TRICRÓMICO DE MASSON 
 
 Para realizar la tinción con tricrómico de Masson de las muestras de tejido 
cardiaco procesadas y fijadas sobre portaobjetos de cristal, se utilizaron tres colorantes: 
hematoxilina de Weigert, para la tinción de los núcleos celulares, fucsina escarlata, 
para la tinción de los elementos acidófilos del tejido, y azul de anilina, para la tinción 
del tejido conectivo. 
 El exceso de colorante fue eliminado realizando varios lavados de las muestras 
con agua destilada para los colorantes hematoxilina y azul de anilina, y ácido 
fosfomolíbdico al 5%.para el exceso de fucsina escarlata. 
 Finalizada la tinción, las muestras fueron rehidratadas, aclaradas en xilol y 
cubiertas con medio de montaje y cubreobjetos de cristal. 
 
 La observación de las preparaciones fue realizada con los objetivos 2 y 20× del 
microscopio óptico Nikon Eclipse Ci ubicado en la Unidad de Terapia Celular del 
HURS de Córdoba. 
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 Las imágenes fueron capturadas en formato .tiff a través de la cámara fotográfica 
DS-Fi1 acoplada al propio microscopio para su posterior análisis morfométrico con el 
software NIS-Elements versión 2.3. 
 
 Tras el análisis morfométrico de las muestras de tejido cardiaco teñidas con 
tricrómico de Masson, se cuantificó el porcentaje de superficie de tejido cardiaco 
cicatricial o fibrótico respecto al total de superficie de tejido miocárdico en cada 
muestra mediante la fórmula: 
[µm
2
 de tejido fibrótico / µm
2
 de tejido miocárdico]  100 
 
 De cada una de las preparaciones se adquirieron 3 imágenes. El resultado final 
del análisis morfométrico de cada preparación fue expresado como la media aritmética 
de los porcentajes obtenidos de cada imagen. 
 
 Todo el análisis histológico y las cuantificaciones realizadas en las distintas 
preparaciones se realizaron a ciegas y, al menos, por dos investigadores 
independientes. 
 
5.4.-ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICO DE NEOVASCULARIZACIÓN 
DEL TEJIDO CARDIACO: TINCIÓN CON α-ACTINA DE MÚSCULO LISO 
 
 Para el análisis inmunohistoquímico del tejido cardiaco, las muestras procesadas 
y fijadas sobre portaobjetos de cristal fueron teñidas con α-SMA.  
 
 Con este marcaje se cuantificó la neovascularización presente en el tejido 
cardiaco analizado. 
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 El procesamiento de las muestras consistió en un desparafinado en xilol, una 
rehidratación en etanol, una inhibición de la peroxidasa endógena en metanol diluido 
en agua oxigenada, y una rehidratación en distintas soluciones de etanol en 
concentraciones decrecientes. 
 Previo a la incubación de las muestras con el anticuerpo primario anti-αSMA 
(Santa Cruz Biotechnology Inc, EE.UU.), a las preparaciones se les aplicó un 
tratamiento enzimático para bloquear la acción de las enzimas endógenas y una fase de 
enmascaramiento con suero normal de cabra al 10% para evitar las uniones 
inespecíficas. 
 Las muestras fueron incubadas con el anticuerpo primario, diluido 1/200 según 
instrucciones del fabricante, y con el anticuerpo secundario diluido 1/50, realizando 
lavados intermedios para eliminar el exceso de anticuerpo no fijado. 
 Finalmente, las muestras se incubaron en solución reductora de fondo (Dako, 
Dinamarca), se contrastaron con hematoxilina, se deshidrataron en soluciones seriadas 
de etanol en concentraciones crecientes, se aclararon con xilol y se cubrieron 
finalmente con medio de montaje (Dako). 
 
 La observación de las preparaciones fue realizada a través del objetivo 20 del 
microscopio óptico Nikon Eclipse Ci (Nikon Corporation, Tokio, Japón) ubicado en la 
Unidad de Terapia Celular del HURS de Córdoba. 
 
 Para el análisis de la neovascularización del tejido cardiaco se realizó la captura 
de las imágenes, en formato .tiff a través de la cámara fotográfica DS-Fi1 acoplada al 
propio microscopio. 
 Las imágenes adquiridas fueron analizadas con el software NIS-Elements 
versión 2.3 realizando el recuento de capilares de pequeño calibre (diámetro capilar 
≤25µm) considerados de nueva formación y teñidos positivamente con α-SMA. 
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 De cada muestra se adquirieron 3 imágenes correspondientes a 3 campos de alta 
resolución (HPF: High Power Field).  
 Por cada imagen, o por cada HPF, se cuantificó el número de pequeños capilares 
y el resultado final de cada muestra se expresó como la media aritmética de los 
recuentos obtenidos en el análisis de cada imagen o HPF. 
 
 Tanto el análisis inmunohistoquímico como las cuantificaciones fueron 
realizados de manera ciega, al menos, por dos investigadores independientes. 
 
5.5.-ANÁLISIS ULTRAESTRUCTURAL DEL TEJIDO MIOCÁRDICO POR 
MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN 
 
 Las muestras derivadas de los corazones de rata extirpados el día +70 del 
estudio, fueron cortadas en secciones de 2mm
3 
a la altura de la región media del VI. 
 
 El tejido cardiaco de estas muestras se fijó en solución tamponada de 
glutaraldehido al 2,5% y tetróxido de osmio al 1%, se deshidrató en distintas 
soluciones de etanol en concentraciones crecientes, se aclaró en óxido de propileno 
incluyéndolo en resina epoxi para su polimerización. 
 Al bloque de resina polimerizado con la muestra de tejido incluida se realizaron 
cortes ultrafinos de 0,1µm de grosor que fueron colocados sobre rejillas de cobre y 
níquel para ser contrastados con uranil saturado y citrato de plomo. 
 
 El análisis ultraestructural del tejido cardiaco procesado se realizó en un 
microscopio electrónico Jeol Jem 1400 (Jeol, Japón) de alta resolución ubicado en el 
SCAI del campus de Rabanales en Córdoba. 
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 Para dicho análisis, las fibras cardiacas fueron clasificadas en función del grado 
de daño o de regeneración observado, calculando el porcentaje en el que cada tipo de 
fibra se presentaba en los distintos grupos de tratamiento incluidos en el estudio. 
Dicho porcentaje se calculó mediante el recuento del número de fibras presentes de 
cada tipo, clasificadas según el grado de daño, por orificio de la rejilla de montaje. Un 
total de 10 orificios fueron analizados al azar por rejilla (cada rejilla está formada por 
una malla con 200 orificios, cuyas dimensiones son 10μm×10μm). 
 

























 Todos los resultados obtenidos se expresaron como media ± desviación estándar 
(DE), si no se ha indicado lo contrario. 
 El análisis estadístico se realizó teniendo en cuenta el tipo de muestra. 
Tras analizar si existía una distribución normal de los valores mediante el test de 
normalidad de Shapiro-Wilks y debido a que el tamaño de todas las muestras fue 
inferior a 30 (n<30) se definió un análisis estadístico no paramétrico para todos los 
resultados del estudio. 
 
 Las comparaciones de parámetros entre los distintos grupos de tratamiento se 
realizaron aplicando la prueba no paramétrica de Krukal-Wallis y las comparaciones 2 
a 2 mediante la prueba U de Mann-Whitney. 
 Los valores basales en cada grupo respecto a los obtenidos a lo largo del 
seguimiento se analizaron con el test no paramétrico de Wilcoxon. 
 
 Se consideró como signficación estadística un valor de p ≤ 0,05. 
 
 Todo el análisis estadístico fue realizado con el programa informático PASW 











1.-CARACTERIZACIÓN DEL PRODUCTOS CELULAR 
 




 La caracterización fenotípica de la población de CMNs derivadas de MO de 
ratas Wistar donantes (n=16) se realizó mediante la cuantificación de los marcadores 




Figura 14.-Histogramas representativos de los marcadores de superficie característicos de 












 Los resultados obtenidos de la cuantificación de los marcadores de superficie, 
del tamaño y de la complejidad media celular se representan en la tabla 1. 
Tabla1.-Análisis fenotípico de la población de células mononucleadas derivadas de médula 
ósea de ratas Wistar. Cuantificación por citometría de flujo. 
CMNs 
%CD34+ %CD45+ %CD133+ % CD117+ Complejidad Tamaño 
1,03±0,36 55,08±11,46 0,02±0,03 1,36±0,54 276,9±47,3 531,8±36,6 
Los datos se representan como media±DE del grupo experimental. 
 
 En estos resultados se pudo observar cómo más del 50% de la población de 
CMNs presentaba el receptor CD45, característico de células hematopoyéticas. 
 
 Además se consideró representativo de esta población que el 1,03% de las 
CMNs analizadas expresaran el receptor CD34, propio de los progenitores 
hematopoyéticos, que el 0,02% de la población expresara el receptor CD133, 
correspondiente a células madre hematopoyéticas, y el 1,36% expresara el receptor 
CD117, característico de células derivadas del estroma medular. Estos resultados 




 En el análisis del tamaño y la complejidad media de la población de CMNs se 
identificaron claramente dos subpoblaciones diferentes: monocitos y linfocitos. Ambas 
subpoblaciones presentaron diferencias evidentes entre ellas relacionadas con el 







Figura 15.-Dot-plot tamaño/complejidad de la población de células mononucleadas 
derivadas de ratas Wistar. Principales subpoblaciones celulares identificadas: Linfocitos y 
Monocitos. SSC-A: Complejidad Celular; FSC-A: Tamaño Celular. 
 
1.1.2.-Caracterización morfológica por microscopía electrónica de transmisión 
 
 En el análisis observacional del frotis celular se confirmó la integridad celular de 
la población de CMNs y se identificaron claramente dos subpoblaciones celulares muy 
diferentes morfológicamente: monocitos y linfocitos, confirmando el resultado 
anteriormente descrito (pto. 1.1.1) (Fig. 16A). 
 
 La ultraestructura de cada una de las dos subpoblaciones fue analizada por 
microscopía electrónica de transmisión mediante el análisis de las distintas muestras de 




   
Figura 16.-Monocitos y Linfocitos de la población de CMNs de médula ósea de rata 
Wistar: A, Frotis celular, tinción Giemsa. Microscopía óptica. Objetivo 40×. B, Imagen de 
microscopía electrónica. Escala 2µm. 
 
 La mayoría de los monocitos observados presentaron un diámetro medio 
aproximado de 14-18µm, con una alta concentración de granulaciones en el citoplasma 
de dos tipos: Gránulos tipo I, localizados en el endoplasma y muy densos a los 
electrones como los lisosomas (Fig. 17A), y Gránulos tipo II localizados en el 
ectoplasma como gránulos paracrinos (Fig. 17B). 
 
   
Figura 17.-Morfología nuclear y granulaciones intracitoplasmáticas de monocitos de 
médula ósea de ratas Wistar. A, Monocito con núcleo arriñonado y gránulos 
intracitoplasmáticos tipo I. B, Monocito con núcleo esférico y gránulos intracitoplasmáticos 
tipo II. Escala 2µm. L: linfocitos. 
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 En el citoplasma celular se observaron orgánulos como el retículo 
endoplásmico y el aparato de Golgi con cisternas dilatadas y alto contenido proteico 
(Fig. 18A), y mitocondrias muy activas con crestas también dilatadas (Fig. 18B) 
debido a la gran demanda energética del metabolismo celular. 
 
 
Figura 18.-Monocitos de médula ósea de rata Wistar. Detalle del citoplasma y núcleo 
celular: A, Núcleo arriñonado; Nucleolo; Orgánulos citoplasmáticos con cisternas dilatadas. B, 




 En las distintas muestras de CMNs analizadas se identificaron monocitos en 
división (Fig. 19A), monocitos en fase de necrosis (Fig. 19B) y monocitos 
hipertróficos con un diámetro aproximado de hasta 30µm (Fig. 19C). 
 
   
 
 
Figura 19.-Monocitos de médula ósea de ratas Wistar. A, Monocito en división. B, 
Monocito en necrosis. C, Citoplasma de monocito hipertrófico. Escala 2µm. 
 
 Los linfocitos observados presentaron pequeño tamaño, con un diámetro 
aproximado de 7-12µm, lo que corresponde a linfocitos inmaduros, núcleos de gran 
tamaño con alta concentración de cromatina muy densa a los electrones y citoplasma 




 En el citoplasma se detectaron pequeños gránulos azurófilos en baja 
concentración y distribuidos de forma homogénea, escasos orgánulos como 
mitocondrias, lisosomas y ribosomas, y gránulos de glucógeno (Fig. 20). 
 
 
















 La caracterización fenotípica de la población de MSCsMO (n=17) y de 
MSCsTA (n=17) expandidas en cultivo a lo largo de cinco pases, se realizó mediante la 
cuantificación de los marcadores de membrana CD29, CD90, CD34 y CD45 (Fig. 21), 
del tamaño y la complejidad media celular. 
 
 Las poblaciones analizadas fueron consideradas como verdaderas poblaciones 
formadas por células mesenquimales si tras el análisis citométrico los marcadores 
CD29 y CD90 se presentaban en más del 95% de la población total analizada y los 
marcadores CD34 y CD45 ausentes en más del 95% de la población. 
 
Figura 21.- Histogramas representativos de los marcadores de superficie analizados en las 












 Los resultados obtenidos de la cuantificación de los marcadores de superficie, 
del tamaño y de la complejidad media celular se representan en la tabla 2. 
 
Tabla 2.-Análisis fenotípico de la población de MSCsMO y de MSCsTA, derivadas de ratas 




%CD29 %CD90 %CD34 %CD45 Complejidad Tamaño 
Pase 
1 
MSCsTA 98,911,23 93,276,15(1) 0,050,04 0,08±0,09 455,1±36,8 476,4±58,2 
MSCsMO 92,828,17(1) 87,8112,31(1) 0,320,35 0,37±0,34 418,99±69,79 459,0±110,0 
Pase 
2 
MSCsTA 99,060,85 95,943,03 0,040,03 0,07±0,06 433,3±213,9 514,2±79,1 
MSCsMO 98,041,58 97,442,46 0,0180,04 0,31±0,09 596,1±153,5 521,1±45,3 
Pase 
3 
MSCsTA 98,711,29 96,796,09 0,030,03 0,06±0,06 461,3±57,5 541,5±35,1 
MSCsMO 94,385,01 80,6215,79(1) 0,090,09 0,37±0,21 628,9±229,5 367,7±17,1 
Pase 
4 
MSCsTA 99,240,60 98,870,71 0,03±0,02 0,05±0,04 456,3±35,5 589,09±33,96 
MSCsMO 96,572,24 90,147,99(1) 0,260,03 0,39±0,09 698,7±3,5 412,3±18,1 
Pase 
5 
MSCsTA 98,461,11 97,561,96 0,020,02 0,05±0,04 558,0±54,8 622,7±72,9 
MSCsMO 97,37±2,50 95,40±4,38 0,12±0,09 0,41±0,02 773,0±44,9 548,1±37,4 
Los datos se representan como media±DE de cada grupo experimental. 
 
(1) 









 En el análisis fenotípico realizado a la población de MSCsMO en todos los pases 
de cultivo se observó que sólo los marcadores del pase 2 (p2) y el pase 5 (p5) cumplían 
los criterios establecidos para considerar la población celular como mesenquimal. 
 Comparativamente entre ambos pases, el p2 presentaba porcentajes más 
próximos al 100% en los marcadores CD29 y CD90, y más próximos al 0% en los 
marcadores CD34 y CD45 por lo que fue considerado como el pase más homogéneo. 
 
 En el análisis fenotípico de las MSCsTA se observó que el porcentaje obtenido 
de los marcadores analizados cumplía los criterios establecidos en todos los pases de 
cultivo excepto en el pase 1.  
 Se realizó un análisis comparativo entre los pases que cumplían criterios y se 
observó que el pase 5 presentaba la población celular más compleja (p≤0.048 vs pase 
3) y de mayor tamaño (p≤0.026 vs pase 2), por lo que fue considerado como el pase de 
cultivo más homogéneo. 
 
 En la figura 22 se representa gráficamente los resultados obtendios de los 
distintos marcadores de superficie analizados, del tamaño y de la complejidad celular 












   
Figura 22.-Representación gráfica del fenotipo de la población de MSCsMO y de 
MSCsTA, de ratas Wistar. A, CD29; B, CD90; C, CD34; D, CD45. E, Tamaño celular (FSC). 
F, Complejidad celular (SSC). Los datos se representan como media±DE del grupo 
experimental. Comparaciones intra-poblacionales: 
 Entre la población MSCsMO: 
 * p≤0.05 en comparación al pase 2 de MSCsMO 
 Entre la población MSCsTA: 
     p≤0.05 en comparación al pase 5 de MSCsTA 
  p≤0.05 en comparación al pase 4 de MSCsTA 







 La capacidad de diferenciación adipogénica de las MSCsMO (n=17) y de las 
MSCsTA (n=17) fue analizada en cinco pases de cultivo de un modo cualitativo en 
función de la capacidad de formación de vacuolas de grasa intracitoplasmáticas teñidas 
positivamente con el colorante Oil-Red. Las distintas muestras fueron observadas a 
través del microscopio Nikon Eclipse TE2000-S con el objetivo 10× y analizadas con 
el software de análisis NIS-Element AR 3.2. 
 
 En los resultados obtenidos de la población de MSCsMO se observó que la 
presencia de vacuolas de grasa en el citoplasma celular era mayor en el pase 2 respecto 
al resto de pases de cultivo, no observarse prácticamente vacuolas en el pase 5 de 
cultivo (Fig. 23). 
 
Figura 23.-Adipocitos diferenciados a partir de MSCsMO derivadas de ratas Wistar, en 
cinco pases de cultivo. Objetivo 10× 
Resultados 
135 
 Respecto a los resultados derivados del análisis de la población de MSCsTA se 
observó que la presencia de vacuolas en el citoplasma celular era más elevada en los 




Figura 24.-Adipocitos diferenciados a partir de MSCsTA derivadas de ratas Wistar, en 
cinco pases de cultivo. Objetivo 10×. 
 
1.2.2.2.-.-Diferenciación osteogénica 
 La capacidad de diferenciación osteogénica de las MSCsMO (n=17) y de las 
MSCsTA (n=17) fue analizada en los cinco pases de cultivo de un modo cualitativo en 
función de la concentración de depósitos de Ca
+2
 extracelulares liberados por los 




 Las distintas muestras fueron observadas a través del microscopio Nikon Eclipse 
TE2000-S con objetivo 10× y analizadas con el software de análisis NIS-Element AR 
3.2. 
 
 De los resultados derivados de la población de MSCsMO se observó que la 
concentración de depósitos de Ca
+2 
teñidos positivamente en el espacio extracelular de 




Figura 25.- Osteoblastos diferenciados a partir de MSCsMO derivadas de ratas Wistar, en 
cinco pases de cultivo. Objetivo 10×. 
 
 Respecto a la población de MSCsTA se observó que la mayor concentración 
de depósitos de Ca
+2
 en el espacio extracelular se presentaba en el cultivo 






Figura 26.- Osteoblastos diferenciados a partir de MSCsTA derivadas de ratas Wistar, en 
cinco pases de cultivo. Objetivo 10×. 
 
1.2.2.3.-Diferenciación condrogénica 
 La capacidad de diferenciación condrogénica de las MSCsMO (n=17) y de las 
MSCsTA (n=17) fue determinada de un modo cualitativo mediante el análisis del nivel 
de organizión ultraestructural de los componenetes de la micromasa condrocítica 
diferenciada a partir de las MSCs. 
 
 Las distintas micromasas fueron analizadas en un microscopio electrónico de 
transmisión Jeol Jem 1400 tras la adquisición de imágenes en formato tiff. con el 








 Se analizaron un total de 20 imágenes de cada población celular y se realizó un 
estudio comparativo entre los distintos pases de cultivo de las MSCsMO y de las 
MSCsTA. 
 
 De los resultados derivados de la población de MSCsMO (Fig. 27) se observó 
que en los pases 1 y 2 el grado de desarrollo de la micromasa era muy reducido 
identificándose gránulos de tropocolágeno intracitoplasmático, considerados 
precursores del colágeno tipo III, localizado en el espacio extracelular. 
 Las micromasas diferenciadas a partir de las MSCs cultivadas en pase 3 
presentaban células de morfología más alargada y células redondeadas con un mayor 
grado de diferenciación. 
 Las MSCsMO en pase 4 presentaron un grado de diferenciación mayor, 
observándose una micromasa con una evidente organización celular, con células más 
alargadas alojadas próximas a la periferia de la micromasa y una alta concentración de 
gránulos de glucógeno y retículo endoplasmático rugoso dilatado, propio de células 
metabólicamente muy activas, y células más redondeadas similares a condrocitos 
alojadas en el interior de la micromasa. Ambos tipos celulares presentaron gran 
concentración de vacuolas de grasa intracitoplasmáticas. 
 En las micromasas derivadas del pase 5 se observó claramente una organización 
bien definida de la micromasa con células diferenciadas a condroblastos en la zona más 
periférica, denominada cambium, y células con características morfológicas típicas de 








Figura 27.- Micromasas condrocíticas diferenciadas a partir de MSCsMO derivadas de 
ratas Wistar, en cinco pases de cultivo. Imagen de microscopía electrónica de transmisión. 
Escala 2µm. 
 
 Respecto al análisis realizado en la población de MSCsTA en los cinco pases 
de cultivo (Fig. 28) se observó un nivel de diferenciación condrocítico muy reducido 
en el pase 1. 
 En las micromasas diferenciadas a partir de los pases 2 y 3 el nivel de 
organización fue también escaso, sin embargo se identificaron células con vacuolas de 
grasa, gránulos de glucógeno y retículo endoplasmático rugoso dilatado en el 
citoplasma. 
 Las MSCsTA cultivadas en pase 4 y pase 5 se diferenciaron a micromasas con 
un nivel de organización interno bien definido. En estas micromasas se observó un 
cambium bien organizado formado por condroblastos rodeados por fibras de colágeno 
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alojados en la periferia, y una matriz cartilaginosa densa formada por condrocitos 
maduros, alojados en el interior de la micromasa. 
 
Figura 28.- Micromasas condrocíticas diferenciadas a partir de MSCsTA derivadas de 





 La caracterización morfológica fue realizada en las MSCsMOp2 (n=17) y en las 
MSCsTAp5 (n=17) para confirmar que, además de la homogeneidad fenotípica y 
funcional, también existía entre ambas poblaciones celulares una ultraestructura 




 Previo al procesamiento de las muestras para su análisis ultraestructural por 
microscopía electrónica, se realizó un frotis celular a partir del cual se pudo confirmar 
el perfecto estado de conservación estructural de la matriz extracelular. 
 
 Este análisis fue realizado en ambas poblaciones por microscopía óptica a 20× 
aumentos (Fig. 29). 
 
 
Figura 29.-Frotis celular con tinción Giemsa. A, MSCsMO en pase 2 de cultivo. B, MSCsTA 
en pase 5 de cultivo. Objetivo 20×. 
 
1.2.3.1.-Microscopía electrónica de barrido 
 
 Para la caracterización morfológica por microscopía electrónica de barrido se 
seleccionaron 20 imágenes por muestra y se analizaron distintos parámetros de la 
estructura celular en los tres aumentos disponibles del microscopio electrónico de 
barrido.  
 Así, a 270× se analizó el tamaño celular total, incluida la matriz extracelular, a 
330× se analizaron las prolongaciones celulares y uniones intercelulares, y a 600× se 




 Como resultado de dicho análisis se observó que las MSCsMOp2 presentaban 
un tamaño celular menor (Fig. 30), una morfología más redondeada y prolongaciones 
más cortas en comparación a las MSCsTAp5 (Fig. 31). 
 
 No se observaron diferencias morfológicas respecto al tamaño de los núcleos ni 
de los nucléolos (Fig. 32). 
 
 
Figura 30.-Análisis de la estructura de la matriz extracelular de MSCs derivadas de ratas 
Wistar, por microscopía electrónica de barrido. A, MSCsMO en pase 2 de cultivo. B, 
MSCsTA en pase 5 de cultivo. Objetivo 270x. 
 
 
Figura 31.- Análisis de la estructura de las prolongaciones y uniones intercelulares de 
MSCs derivadas de ratas Wistar, por microscopía electrónica de barrido. A, MSCsMO en 





Figura 32.- Análisis de la estructura intracelular y localización de nucleolos en MSCs 
derivadas de ratas Wistar, por microscopía electrónica de barrido. A, MSCsMO en pase 2 
de cultivo. B, MSCsTA en pase 5 de cultivo. Objetivo 600x. 
 
1.2.3.2.-Microscopía electrónica de transmisión 
 
 Para caracterizar morfológicamente las MSCsMOp2 y las MSCsTAp5 se 
analizaron 20 imágenes por muestra. 
 
 De los resultados derivados del análisis de la población de MSCsMOp2 se 
observó que las células presentaban morfología esférica, gran cantidad de pedicelos ó 
prolongaciones adherentes en su membrana plasmática y profundas invaginaciones que 
aumentaban la superficie de contacto de la células con el entorno exterior favoreciendo 
el intercambio de señales y metabolitos (Fig. 33A). 
 En el citoplasma celular se observaron orgánulos distribuidos de forma regular 
como retículo endoplásmico rugoso, con cisternas dilatadas y alto contenido proteico, 
aparato de Golgi y lisosomas activos (Fig. 33B). 
 Los núcleos celulares de gran tamaño, entre 3µm-7µm de diámetro, presentaban 
cromatina muy densa a los electrones y nucleolos visibles, características propias de 
células con gran actividad nuclear (Fig. 33C). 
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 En el espacio extracelular se observaron exosomas sin gránulos de glucógeno en 
su interior (Fig. 33D). 
 
Figura 33.-Análisis de la ultra-estructura de MSCsMO derivadas de rata Wistar en pase 2 
por microscopía electrónica de transmisión. A, Componentes intracelulares: mitocondrias 
(Mit), retículo endoplásmico rugoso (ReR), exosomas (Ex), aparato de Golgi (AG) y núcleo. 
Escala 10µm. B, Orgánulos intracitoplasmáticos: ReR con cisternas dilatadas, lisosomas (Lis) y 
mitocondrias (Mit). Núcleo celular con invaginaciones. C, Contenido nuclear: Nucleolo e 
invaginaciones de la membrana nuclear. D, Exosomas sin glucógeno β (Glc β). Escala 2µm. 
 
 De los resultados derivados del análisis realizado a la población de MSCsTAp5 
se observó que las células presentaban un tamaño aproximado de 8μm y morfología 
irregular con gran cantidad de pedicelos ó prolongaciones adherentes en su membrana 
plasmática y núcleos que ocupaban gran parte del citoplasma (Fig. 34A). 
 En el espacio intracelular se observaron orgánulos distribuidos de forma poco 
homogénea. En el endoplasma se localizaron orgánulos como retículo endoplásmico 
rugoso con cisternas dilatadas, aparato de Golgi, lisosomas y gran cantidad de gránulos 
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de glucógeno en forma de endosomas. Estos gránulos de glucógeno, aporte energético 
de la célula, podrían ser excretados en forma de exosomas, muy abundantes en el 
espacio extracelular (Fig. 34B).  En el ectoplasma se identificaron orgánulos 
metabólicamente menos activos como retículo endoplásmico rugoso con cisternas no 
dilatadas (ReR bacular) (Fig. 34C). 
 La membrana plasmática y la membrana nuclear presentaron gran cantidad de 
invaginaciones a lo largo de toda su superficie, lo que favorece el intercambio de 
señales y metabolitos con el especio exterior (Fig. 34D). 
   
   
Figura 34.-Análisis de la ultraestructura de MSCsTA derivadas de rata Wistar en pase 5 
por microscopía electrónica de transmisión. A, Retículo endoplasmático rugoso dilatado 
(ReR), vacuolas de grasa, pedicelos y núcleo celular. Escala 10µm. B, Exosomas con 
glucógeno β (Glc β). C, Orgánulos citoplasmáticos localizados en el ectoplasma celular: ReR, 
mitocondrias (Mit), gránulos de glucógeno β (Glc β) y núcleo celular D, Invaginaciones de la 




 Comparativamente entre ambas poblaciones celulares, las principales 
diferencias ultraestructurales observadas fueron la morfología celular, más esférica en 
las MSCsMOp2 (Fig. 35A) y con mayor grado de compactación de la membrana 
plasmática, y la concentración de exosomas en el espacio extracelular, mayor en las 
MSCsTAp5 que además presentaron un alto contenido de gránulos de glucógeno (Fig. 
35B). Otra característica diferenciadora observada entre ambos tipos celulares fueron 
unos gránulos intracitoplasmáticos presentes exclusivamente en las MSCsMOp2, 
densos a los electrones y de características similares a los gránulos observados en el 
citoplasma de los monocitos derivados de las CMNs, anteriormente descritos (pto. 
1.1.2). 
 
Figura 35.-Análisis comparativo de las características ultraestructurales de MSCsMO en 
pase 2 de cultivo y MSCsTA en pase 5 de cultivo por microscopía electrónica de 
transmisión. A, Morfología celular. Escala 10 µm B, Exosomas extracelulares Escala 2µm. 





1.2.4.-Cuantificación de secreción de factores solubles 
 
 Para analizar la capacidad de secreción de factores solubles de las MSCs a lo 
largo del tiempo se cuantificó la concentración de VEGF, FGF-2 y TGF-β1 en el 
medio de cultivo en dos tiempos (T1=día +4 y T2=día+7) en cada uno de los cinco 
pases. 
 
1.2.4.1.-Factor de crecimiento del endotelio vascular tipo A (pg/mL) 
 
 Los resultados de la cuantificación del VEGF en el medio de cultivo de las 
MSCsMO y de las MSCsTA se muestran en la tabla 3. 
 
 
Tabla 3.-Cuantificación de la concentración de VEGF (pg/mL) por 
10000 células 
 
    Tiempo 1 (día +4)   Tiempo 2 (día +7) 
MSCsMO MSCsTA MSCsMO MSCsTA 
Pase 1 15,03±3,02 19,68±1,05 7,32±0,25 7,49±0,04 
Pase 2 14,24±0,25 18,44±0,10 6,76±0,01 9,12±0,01 
Pase 3 16,56±0,75 22,54±0,08 13,61±0,001 17,08±0,03 
Pase 4 8,27±0,31 19,07±21,13 10,22±0,32 20,06±0,22 
Pase 5 8,04±0,32 18,69±0,08 7,38±0,61 24,72±0,04 





 Analizados los resultados obtenidos no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas (p=ns) en las comparaciones realizadas entre los 
distintos pases de cultivo de un mismo tipo de MSCs ni en las realizadas entre los 




Figura 36.-Representación gráfica de la concentración de VEGF (pg/mL) a lo largo del 
tiempo, en el sobrenadante de MSCs derivadas de ratas Wistar, en cinco pases de cultivo. 
A, MSCsMO. B, MSCsTA. Valor p=ns. 
 
 Del análisis realizado destacó el resultado de la concentración de VEGF en el 
sobrenadante del medio de cultivo de las MSCsTA que resultó siempre mayor a la 
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concentración observada en el sobrenadante del cultivo de las MSCsMO, si bien, como 
decimos, esta diferencia no resultó estadísticamente significativa. 
 
1.2.4.2.- Factor de crecimiento transformante tipo β1 (pg/mL) 
 
 Los resultados de la cuantificación del TGF-β1 en el medio de cultivo de las 
MSCs derivadas de MO y de las MSCs derivadas de TA a lo largo de cinco pases de 
cultivo se muestran en la tabla 4. 
 
 
Tabla 4.-Cuantificación de la concentración de TGF-β1 (pg/mL) por 
10000 células 
 
    Tiempo 1 (día +4)   Tiempo 2 (día +7) 
MSCsMO MSCsTA MSCsMO MSCsTA 
Pase 1 105,69±4,24 95,66±11,74 33,89±1,49 18,69±0,07 
Pase 2 77,58±0,16 95,59±0,58 29,98±0,58 26,39±0,13 
Pase 3 55,77±2,21 79,35±2,79 49,74±0,07 33,69±0,24 
Pase 4 81,32±1,08 105,98±1,80 47,23±0,60 49,74±1,02 
Pase 5 92,60±1,24 132,07±0,45 41,38±3,30 71,94±0,20 
Los datos se representan como media±DE del grupo experimental. Valor p=ns. 
 
 Analizados los resultados obtenidos de la cuantificación del TGF-β1 a lo largo 
del tiempo no se observaron diferencias estadísticamente significativas (p=ns) en las 
comparaciones realizadas entre los distintos pases de cultivo de un mismo tipo de 
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MSCs ni en las comparaciones realizadas entre las células derivadas de distintas 




Figura 37.-Representación gráfica de la concentración de TGF-β1(pg/mL) a lo largo del 
tiempo, en el sobrenadante de MSCs derivadas de ratas Wistar, en cinco pases de cultivo. 








1.2.4.3.-Factor de crecimiento fibroblástico tipo 2 (pg/mL) 
 
 Los resultados de la cuantificación del FGFb en el medio de cultivo de las 
MSCs derivadas de MO y de las MSCs derivadas de TA a lo largo de cinco pases de 
cultivo se muestran en la tabla 5. 
 
 
Tabla 5.-Cuantificación de la concentración de FGFb (pg/mL) por 
10000 células 
 
    Tiempo 1 (día +4)   Tiempo 2 (día +7) 
MSCsMO MSCsTA MSCsMO MSCsTA 
Pase 1 4,52±0,68 4,98±2,53 2,78±0,17 1,32±0,01 
Pase 2 7,54±0,18 5,76±0,27 3,01±0,13 2,81±0,01 
Pase 3 8,40±0,55 5,18±0,65 6,21±0,01 5,71±0,02 
Pase 4 7,42±0,35 15,18±0,96 6,49±0,21 8,17±0,04 
Pase 5 9,66±0,58 16,81±0,82 7,61±0,84 15,42±0,04 
Los datos se representan como media±DE del grupo experimental. Valor p=ns. 
 
 Analizados los resultados obtenido de la cuantificación del FGFb en el medio 
de cultivo de las MSCsMO y de las MSCsTA a lo largo del tiempo, no se observaron 
diferencias estadísticamente significativas (p=ns) en las comparaciones realizadas 
entre los distintos pases de cultivo de un mismo tipo celular ni en las comparaciones 





Figura 38.-Representación gráfica de la concentración de FGFb (pg/mL) a lo largo del 
tiempo, en el sobrenadante de MSCs derivadas de ratas Wistar, en cinco pases de cultivo. 
A, MSCsMO. B, MSCsTA. Valor p=ns. 
 
1.2.5.-Tasa de duplicación de cada población de MSCs 
 
 Para calcular la tasa de duplicación de cada una de las poblaciones de MSCs a lo 
largo del tiempo de cultivo fue necesario conocer el número inicial de células 
sembradas en los cultivos (6,4×10
4 
de MSCs/pocillo) y el número final de células 






Tabla 6.- Recuento final del número total de células 
mesenquimales por pocillo (Volumen por pocillo=2mL) 
 
  Tiempo 2: Día +7 
MSCsMO MSCsTA 
Pase 1 20.5312±15.468 381.876±76.898 
Pase 2 221.666±18.856 234.764±70.318 
Pase 3 149.240±33.500 155.958±55.934 
Pase 4 155.000±8.838 118.126±13.258 
Pase 5 151.110±2.356 82.778±11.786 
Los datos se representan como media±DE del grupo experimental. Valor p =ns. 
 
 Los resultados de la tasa de duplicación de las poblaciones celulares de 




Figura 39.-Tasa de duplicación de MSCsMO y de MSCsTA tras 7 días de cultivo. Estudio 
realizado en cinco pases de cultivo: p1, pase 1; p2, pase 2; p3, pase 3; p4, pase 4; p5, pase 5. 
Valor p=ns. 
 En el análisis de los resultados obtenidos se observó que las MSCsMO duplican 
su población celular más de una vez (DP > 1.0) en todos los pases de cultivo, lo que no 


















2.-RESULTADOS DEL DESARROLLO DEL MODELO EXPERIMENTAL 




 Inicialmente, 66 ratas Wistar macho, sanas, de 8 semanas de edad, fueron 
randomizadas en cuatro grupos identificados como grupo Control (n=16), grupo CMNs 
(n=16), grupo MSCsTA (n=17) y grupo MSCsMO (n=17), y sometidas al 
procedimiento de inducción de MCD. 
 Sesenta ratas (90,9%) sobrevivieron al periodo de inducción y 6 fallecieron entre 
los días 21 y 28 post-inducción debido a una insuficiencia cardiaca. 
 El día +42 del estudio, considerado como “punto de máximo daño” según la 
literatura 
90,95,104
, las 60 ratas supervivientes habían desarrollado la enfermedad. 
 
 En la figura 40 se muestra un corazón de rata Wistar extraído el día +42 post-




Figura 40.-Imágenes de corazones derivados de ratas Wistar. A, Corazón con 
miocardiopatía dilatada tras 42 días desde la inducción con miosina de origen porcino. B, 
Corazón sano. 
 El día de máximo daño, día +42, se administró el tratamiento celular ó placebo, 
según el grupo de estudio, por vía IM a todas las ratas incluidas en el estudio. 
 
 Durante el proceso de inyección del tratamiento se produjo la muerte de 9 
animales por parada cardíaca, de los cuales uno murió durante la inyección de CMNs, 
seis durante la administración de MSCsTA y dos durante la administración de 
MSCsMO. Ningún animal murió durante la administración del placebo. 
 
 Tras la inyección del tratamiento, se continuó con el mantenimiento de los 
animales en continua observación hasta su sacrificio el día +70 del estudio.  
Ningún animal murió durante esta fase del estudio. 
 
2.2.-ANÁLISIS DE LA FUNCIONALIDAD CARDIACA 
 
 La funcionalidad cardiaca fue analizada en todos los grupos de ratas incluidos en 
el estudio el día 0, previo a la inducción de la MCD, el día +42, antes de la 
administración del tratamiento, y el día +70. 
 
 Los resultados basales de los parámetros ecocardiográficos mostraron valores 
normales de la función cardiaca y una gran homogeneidad entre los cuatro grupos de 
estudio, no existiendo diferencias estadísticamente significativas entre ellos. 
 
 Los resultados obtenidos el día +42 y el día +70, en todos los grupos del estudio, 




Tabla 7.-Parámetros ecocardiográficos obtenidos a lo largo del tiempo en los distintos 
grupos de ratas incluidos en el estudio. 
















Placebo 58,77,6 27,53,4 8,20,7 5,90,8 1,20,3 0,50,2 
CMNs 61,95,4 30,23,6 8,81,3 6,21,1 1,50,6 0,60,3 
MSCsTA 64,116,7 32,012,1 8,21,7 5,81,8 1,30,5 0,60,3 
MSCsMO 54,65,5 27,73,1 8,80,5 6,30,5 1,40,2 0,60,1 
Final 
(Día +70) 
Placebo 60,5±9,3 31,0±9,2 7,9±1,6 5,6±1,7 1,2±0,6 0,5±0,3 
CMNs 65,8±5,6 32,5±3,5 8,4±1,2 5,7±0,9 1,3±0,5 0,5±0,2 
MSCsTA 75,1±13,7(1) 38,9±9,4(1) 7,6±1,6 5,3±1,6 1,1±0,6 0,3±0,2 
MSCsMO 79,8±11,7(2) (3) 45,6±9,4(2) (3) 6,8±1,8 3,8±1,5(2) (3) 0,8±0,6 0,2±0,2(2) (3) 
* Valor p 
(Comparación de 
resultados entre grupos 













FE: Fracción de Eyección; FA: Fracción de Acortamiento; DFD: Diámetro Final en Diástole; 
DFS: Diámetro Final en Sístole; VFD: Volumen Final en Diástole; VFS: Volumen Final en 
Sístole. Los datos representan la media±DE del grupo experimental. 
*Comparaciones intergrupales entre resultados del día +70 del estudio. 
(1)
 Valor p  vs Grupo Placebo 
(2)
 Valor p  vs Grupo Placebo 
(3)








 En el análisis de los resultados se observó que el día +42, post-inducción de la 
MCD, el 100% de los animales presentaba una reducción significativa de la 
funcionalidad cardiaca respecto a la observada al inicio del estudio, en condiciones 
basales, en todos los parámetros ecocardiográficos analizados (p≤0,0018), 
observándose una reducción de la FE y de la FA, y un aumento de los diámetros y los 
volúmenes telediastólico y telesistólico del VI. 
 
 De la comparación de los parámetros ecocardiográficos obtenidos el día +42 en 
los distintos grupos de ratas, resultó una gran homogeneidad entre los valores 
obtenidos sin diferencias estadísticamente significativas (p=ns). 
 
 Analizando los resultados de cada grupo de ratas referidos a los parámetros 
ecocardiográficos obtenidos el día +70 respecto a los obtenidos el día +42, observamos 
que en el grupo que recibió como tratamiento MSCsMO se produce un aumento final 
de la FE y de la FA, y una disminución del DFS y del VFS estadísticamente 
significativos (p=0,012) (Fig. 40). 
 Sin embargo, en el resto (placebo, CMNs y MSCsTA) los cambios observados 
en los parámetros ecocardiográficos finales no fueron significativos respecto a los 
suyos propios obtenidos el día +42 del estudio. 
 
 En la figura 40 se representa la evolución de cada uno de los parámetros 










Figura 40.-Evolución de la función cardiaca a lo largo del tiempo en los cuatro grupos de 
estudio. FE, fracción de eyección; FA, fracción de acortamiento; DFD, diámetro final 
diastólico; DFS, diámetro final sistólico; VFD, volumen final diastólico; VFS, volumen final 
sistólico. 
* Valor p<0.05: Variación de la función cardíaca en el grupo de ratas tratadas con MSCsMO 
el día +70 respecto al punto de máximo daño, día +42. 





 A partir de los resultados obtenidos de los parámetros ecocardiográficos, en cada 
grupo de ratas se calculó la variación de dichos parámetros el día +70 respecto al día 
+42, siendo el resultado de dicha variación la diferencia de los resultados obtenidos en 
cada punto. 
 El resultado obtenido se expresó como “ganancia funcional neta de los 
parámetro ecocardiográficos”, calculada en cada grupo de tratamiento. 
 Estos resultados se muestran en la tabla 8 y se han representado gráficamente en 
la figura 41. 
 
 
Tabla 8.-Ganancia funcional neta de cada parámetro ecocardiográfico 

















Δ FE (%) 1,80±4,59 3,83±6,86 11,00±7,41 * 25,23±119,75 *† 
Δ FA (%) 2,73±1,65 3,28±4,24 6,92±5,28 17,93±16,26 * † 
Δ DFD (mm) -0,21±0,17 -0,44±0,50 -0,62±0,03 -1,93±2,83 
Δ DFS (mm) -0,35±0,42 -0,50±0,83 -0,55±0,15 -2,51±3,15 
Δ VFD (mL) -0,10±0,20 -0,18±0,20 -0,27±0,10 -0,62±0,95 
Δ VFS (mL) -0,02±0,07 -0,12±0,17 -0,25±0,15 -0,40±0,47 * 
FE, fracción de eyección; FA, fracción de acortamiento; DFD, diámetro final diastólico; DFS, 
diámetro final sistólico; VFD, volumen final diastólico; VFS, volumen final sistólico. Los datos 
se representan como media ± DE del cada grupo experimental. 
Las comparaciones han sido realizadas entre grupos de estudio: 
* Valor de p≤0,05 vs Placebo 
† Valor de p≤0,05 vs CMNs 









Figura 41.-Ganancia neta final de la función cardiaca. Recuperación final de la función 
cardiaca el día +70 del estudio respecto al punto de máximo daño, día +42. Las barras 
representan incremento/descenso final observado en cada parámetro ecocardiográfico. FE, 
fracción de eyección; FA, fracción de acortamiento; DFD, diámetro final diastólico; DFS, 
diámetro final sistólico; VFD, volumen final diastólico; VFS, volumen final sistólico. 







 El grupo en el que se observó una mayor ganancia funcional neta fue el tratado 
con MSCsMO, siendo esta ganancia estadísticamente significativa en comparación con 
la observada en el grupo tratado con placebo y con CMNs en los parámetros FE (vs 
placebo: p=0,001; vs CMNs: p= p=0,005) y FA (vs placebo: p=0,009; vs CMNs: 
p=0,010) y VFS (vs placebo: p=0,030). 
 
 La ganancia funcional neta observada en la FE del grupo tratado con MSCsTA 
fue significativamente superior a la observada en el grupo placebo (p=0,050). En el 
resto de los parámetros ecocardiográficos no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas (p=ns) en este grupo de estudio. 
 
2.3.-ANÁLISIS DE LOS FACTORES FISIOLÓGICOS 
 
 Los factores fisiológicos cuantificados en todas las ratas incluidas en el estudio 
fueron el peso corporal (Pc) basal, día +0, y el Pc final, día +70, una vez concluida toda 
la fase experimental. 
 
 La longitud del eje transversal y el peso de los corazones (PCo) extirpados 
fueron registrados tras el sacrificio de los animales, una vez finalizado el estudio. 
 










Tabla 9.-Resultado del análisis de los factores fisiológicos en 














Peso corporal inicial(Kg) 0,172±0,015 0,181±0,025 0,161±0.025 0,176±0,023 
Peso corporal final(Kg) 0,283±0,024 0,277±0,041 0,299±0,018 0,277±0,002 
Incremento final del 
peso corporal(Kg)(1) 
121,33±28,98 100,73±20,49 140,12±30,58* 108,00±27,12 
Peso Corazón(g) 1,237±0,264 1,293±0,314 1,200±0,213 1,254±0,208 
Longitud transversal 
corazón(mm) 
11,782±1,639 12,001±1,976 12,492±1,264 12,293±1,704 
Ratio:PCo/Pc final 
(g/Kg) 
4,385±0,945 4,712±1,206 3,999±0,709 4,517±0,732 
(1) 
Incremento final del peso corporal (Pc) de las ratas=Pc final–Pc inicial. 
Los datos se representan como media ±DE del grupo experimental. 
Las comparaciones han sido realizadas entre grupos de estudio: 
* Valor p vs CMNs y vs MSCsMO 
   Resto de valores de p>0,05 (ns). 
 
 En el análisis del Pc inicial se observó una gran homogeneidad entre todos los 
grupos del estudio (p=ns). 
 El incremento final del Pc de las ratas incluidas en cada grupo, calculado como 
la diferencia entre el Pc final y el Pc inicial, sí presentó diferencias estadísticamente 
significativas en el grupo tratado con MSCsTA respecto a los incrementos observados 
en el grupo tratado con CMNs (p=0,006) y con MSCsMO (p=0,015), no con el grupo 
placebo. 
 Los resultados obtenidos de la longitud del eje transversal del corazón y del ratio 
del peso del corazón respecto al peso corporal final no presentaron diferencias 
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significativas en las comparaciones realizadas entre los distintos grupo del estudio 
(p=ns). 
 
2.4.-ANÁLISIS DE LOS FACTORES SÉRICOS CUANTIFICADOS 
 
2.4.1.-Factor derivado del endotelio vascular 
 
 La concentración sérica inicial de VEGF y la concentración en el punto de 
máximo daño (día +42) no presentaron diferencias estadísticamente significativas en 
ninguno de los cuatro grupos de estudio (p=ns). 
 
 Veinticuatro horas tras la administración del tratamiento, día +43, los niveles de 
VEGF se incrementaron en los cuatro grupos, presentando el grupo de ratas tratadas 
con CMNs (148,96±29,85 pg/mL) el máximo incremento y resultando estos niveles 
significativamente más altos que los observados en el resto de grupos de estudio 
(placebo: 72,90±46,73pg/mL, p=0,001; grupo MSCsTA: 104,95±32,76pg/mL, 
p=0,011; grupo MSCsMO: 100,00±22,01pg/mL, p=0,010). 
 
 El día +70, cuatro semanas tras la administración del placebo o tratamiento 
celular, los niveles de VEGF en suero disminuyeron en todos los grupos. 
 Se observó que la concentración final de VEGF en los sueros pertenecientes a 
ratas tratadas con células era significativamente mayor en comparación a la 
concentración final del grupo placebo que fue prácticamente indetectable (grupo 
CMNs: 42,80±34,92pg/mL, p<0,0001; grupo MSCsTA: 73,83±13,53pg/mL, 






Figura 42.-Concentración de VEGF (pg/mL) en el suero de las ratas de cada grupo de 
tratamiento, cuantificada los días +42, +43 y +70 del estudio. Las comparaciones han sido 
realizadas entre grupos de estudio: 
Día +43: *Valor de p=0,001 vs grupo placebo 
   *Valor de p=0,011 vs grupo MSCsTA 
   *Valor de p=0,010 vs grupo MSCsMO 
Día +70: †Valor de p<0,0001 vs grupo CMNs, MSCsTA y MSCsMO 
   ♦Valor de p=0,008 vs grupo MSCsTA 
 
 Finalmente, resulta interesante destacar que los niveles séricos de VEGF el día 
+70, a pesar de descender respecto al día +43 en todos los grupos, fueron más elevados 
que los obtenidos el día +42 en los grupos de ratas tratadas con MSCs pero no en los 
tratados con placebo ni CMNs. En estos dos grupos la concentración de VEGF se 
mantuvo similar o incluso inferior a la cuantificada antes de la administración del 






Figura 43.-Variación final de la concentración de VEGF en el suero de las ratas respecto a 
la concentración del día +42 del estudio. 
* p≤0,050 vs grupo placebo y grupo CMNs 
 
2.4.2.-Péptido natriurético atrial tipo B 
 
 Los niveles basales de BNP (día 0) fueron indetectables según la técnica de 
ELISA (<1,66 pg/mL). 
 
 Inmediatamente antes de la administración del tratamiento o placebo, los niveles 
séricos de BNP se incrementaron de manera similar en los cuatro grupos de estudio no 
existiendo diferencias significativas entre ellos (grupo placebo: 3,83±0,57pg/mL; 
grupo CMNs: 3,98±1,22pg/mL, grupo MSCsTA: 4,46±1,86pg/mL; grupo MSCsMO: 




 Cuatro semanas tras la administración del tratamiento, el día +70 del estudio, los 
niveles en suero de BNP se mantuvieron elevados en todos los grupos de ratas. 
 
 Se realizó una comparativa de la concentración final de BNP en el suero entre 
los distintos grupos de ratas y se observó que en el grupo placebo (3,05±0,68 pg/mL) y 
en el grupo tratado con CMNs (2,64±0,23pg/mL) la concentración final de BNP fue 
mayor a la obtenida en los sueros de ratas tratadas con MSCs, siendo significativa esta 
diferencia en el caso del tratamiento con MSCsMO (1,93±0,26pg/mL; p≤0,05 para 
ambos casos) pero no con MSCsTA (2,30±0,59pg/mL) (Fig. 44). 
 
 
Figura 44. Cuantificación final de la concentración sérica de BNP (pg/mL). Las barras 
representan la media aritmética en cada grupo experimental. 







2.5.-ANÁLISIS HISTOLÓGICO DEL TEJIDO CARDIACO 
 
 De los 39 corazones derivados de las ratas sacrificadas, una vez finalizado el 
estudio, (n=11, del grupo placebo; n=10, del grupo CMNs; n=7, del grupo MSCsTA; 
n=11, del grupo MSCsMO) se procesaron y tiñieron con hematoxilina-eosina dos 
preparaciones por cada corazón para el análisis histológico del tejido cardiaco. 
 
 En todas las muestras analizadas se identificaron fibras con distintos grados de 
degeneración o de activación. 
 Uno de los tipos de fibras identificados fueron fibras activas (Fig. 45A), 
principalmente localizadas en la zona central del miocardio.  
A nivel histológico, estas fibras presentaron cierto grado de pleomorfismo, bandas 
escaleriformes, núcleos centrales y abundantes miofibrillas con estrías transversales 
visibles en el sarcoplasma. El tejido conectivo intersticial, en estado edematoso, 
presentó abundantes capilares continuos y linfáticos, ambos con luces dilatadas. 
 Otro tipo de fibras detectadas fueron fibras degeneradas (Fig. 45B), localizadas 
principalmente en zonas del miocardio próximas al endocardio. 
Estas fibras pleomórficas y de pequeño tamaño presentaron núcleos dispuestos de 
forma muy irregular y un contenido miofibrilar muy abundante en el sarcoplasma con 
estrías transversales escasamente visibles. Se observaron gruesos fascículos conectivos 
y vasos cicatriciales envolviendo a estas fibras degeneradas. 
 Otro tipo de fibras identificadas fueron fibras en necrosis (Fig. 45C) localizadas 
en el miocardio principalmente en las proximidades del pericardio. 
Estas fibras pleomórficas de pequeño tamaño presentaron núcleos basófilos pequeños, 
dispuestos de forma irregular, con miofibrillas poco visibles en el sarcoplama y signos 
evidentes de necrosis. Además la disposición de las fibras en pequeños acúmulos, 
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envueltas por tejido cicatricial, aportaba a las fibras un aspecto amorfo, proceso 
conocido como necrosis por coagulación. 
 
 
Figura 45. Tipos de fibras cardiacas identificadas en función de su estado de conservación 
morfológica. A, Fibras activas: bandas escaleriformes, visibles a 40× aumentos; alta 
concentración de capilares continuos, visibles a 20× aumentos; capilares linfáticos, visibles a 
10× aumentos. B, Fibras degeneradas: tejido conectivo cicatricial en la zona del endocardio, 
20× aumentos. C, Fibras en necrosis: alta concentración de tejido conectivo cicatricial en el 




 Un tipo muy especializado de fibra identificada en las distintas muestras de 
tejido miocárdico analizadas fueron las fibras de Purkinje, localizadas en el 
subendocardio. 
 
También fueron identificadas áreas de cicatrización, próximas al endocardio y al 
epicardio, en las que destacó la presencia de tejido de granulación y amplios fascículo 
de fibras de colágeno que comprimían las fibras cardíacas y los vasos neoformados. 
 
 Entre los cuatro grupos de estudio se observaron diferencias respecto al tipo de 
fibra predominante. 
 
 Así, en las muestras de tejido miocárdico del grupo de ratas tratadas con placebo 
se observaron fibras en distintos grados de alteración, amplias zonas de cicatrización 
localizadas principalmente en el endocardio y epicardio y zonas de granulación con 
amplios fascículo de fibras de colágeno que comprimían las fibras cardiacas y los 
vasos neoformados (Fig. 46A). 
 
 En el grupo de ratas tratadas con CMNs la presencia de fibras en necrosis y de 
fibras degeneradas, localizadas principalmente en las proximidades del endocardio y 
del pericardio fue reducida. 
Las fibras activas, pleomórficas e hipertrofiadas, principalmente distribuidas en el 
miocardio, fueron abundantes. Estas fibras presentaron núcleos centrales, abundantes 
miofibrillas con evidentes estrías transversales, discos intercalares localizados tanto en 
las zonas adelgazadas como en las engrosadas de las fibras y un fino armazón 
conectivo alrededor de las fibras con capilares sanguíneos. Estas características de las 
fibras activas, la evidente reducción de tejido cicatrial fibroso, la alta concentración de 
meta-arteriolas neoformadas y la presencia de fascículos y nódulos de fibras de 
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Purkinje aparentemente normales en la zona subendocárdica del tejido cardíaco 
correspondían a un tejido en recuperación (Fig. 46B). 
 
 En el grupo de ratas tratadas con MSCsTA se observaron fibras cardíacas de 
características similares a las observadas en el grupo placebo aunque era más evidente 
la disminución de fibras degeneradas y necróticas. 
La presencia de fibras activas fue más elevada, comparativamente con el grupo 
placebo, ocupando la mayor parte del miocardio. Estas fibras presentaron un gran 
pleomorfismo, núcleos centrales y elementos contráctiles en desarrollo evidenciándose 
estrías transversales y discos intercalares en las zonas más adelagazadas de las fibras. 
Se observó una reducción del tejido cicatricial y de los capilares linfáticos respecto al 
grupo placebo y se apreciaron fascículos de fibras de Purkinje de morfología normal en 
la zona subendocárdica. Estas características se correspondían con un tejido cardiaco 
en recuperación, con alta concentración de tejido conectivo que podría afectar a la 
funcionalidad de las fibras activas (Fig. 46C). 
 
 El grupo de ratas tratadas con MSCsMO presentó una mayor recuperación del 
miocardio con una evidente reducción del tejido cicatricial. 
No se apreciaron fibras con signos de necrosis y fueron muy escasas las fibras en vías 
de degeneración. Las fibras activas ocupaban prácticamente todo el miocardio y sólo 
en zonas muy concretas del miocardio, próximas al endocardio y al epicardio, se 
localizó tejido cicatricial con un reducido número de vasos sanguíneos. 
Las fibras activas hipertrofiadas, sin signos de pleomorfismo, presentaron varios 
núcleos en posición central, miofibrillas bien desarrolladas en el sarcoplasma cuya 
disposición hacía muy envidentes las estrías transversales y los discos intercalares en 






En el tejido intersticial se observó una neovascularización digna de citar con 
abundantes arteriolas y metaarteriolas acompañadas de capilares linfáticos de grandes 
proporciones. 
La disposición en fascículos de las fibras de Purkinje, localizadas en la zona 
subendocárdica fueron también signos evidentes de la recuperación del tejido cardiaco 




Figura 46.-Análisis del tipo de fibras cardiacas en las muestras de tejido miocárdico de 
cada grupo de estudio: A: Grupo placebo. B: Grupo CMNs. C: Grupo MSCsTA. D: Grupo 








2.6.-ANÁLISIS MORFOMÉTRICO DE LA FIBROSIS CARDIACA 
 
 De los 39 corazones derivados de las ratas sacrificadas, una vez finalizado el 
estudio, (n=11, del grupo placebo; n=10, del grupo CMNs; n=7, del grupo MSCsTA; 
n=11, del grupo MSCsMO), fueron procesadas y teñidas con tricrómico de Masson dos 
preparaciones por cada corazón para el análisis morfométrico de las fibras de colágeno 
contenidas en el tejido cardiaco (Fig. 47A). 
 
 En dicho análisis se observó que el porcentaje de colágeno en las muestras de 
tejido cardiaco pertenecientes al grupo de ratas tratadas con MSCsMO (0,009±0,01% 
de colágeno) fue significativamente menor al obtenido en el resto de grupos incluidos 
en el estudio (p≤0,050). 
 
 El grupo de ratas tratadas con CMNs presentó un porcentaje de fibras de 
colágeno en el tejido miocardiaco inferior al obtenido tanto en el grupo placebo y en el 
grupo MSCsTA, sin diferencias significativas. En ambos grupos, tanto el placebo 
como el tratado con MSCsTA, el porcentaje de colágeno fue muy similar (grupo 
CMNs: 0,333±0,10%; grupo MSCsTA: 2,071±2,00%; grupo placebo: 2,772±1,10%. 









Figura 47.-Tinción de muestras de tejido cardiaco con tricrómico de Masson para análisis 
morfométrico. A, Sección transversal completa de corazón de rata Wistar: Composición final 
realizada a partir de 16 imágenes capturadas con objetivo 4×. Escala 500µm. B, Detalle de 
fibras de colágeno, teñidas con colorante azul de anilina, en el tejido cardiaco de cada grupo del 
estudio. Objetivo 20×; Escala 100µm. 
 
2.7.-ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICO DEL TEJIDO CARDIACO DE 
NEOVASCULARIZACION 
 
 De los 39 corazones derivados de las ratas sacrificadas, una vez finalizado el 
estudio (n=11, del grupo placebo; n=10, del grupo CMNs; n=7, del grupo MSCsTA; 
n=11, del grupo MSCsMO), se procesaron dos preparaciones por cada corazón para el 
marcaje inmunohistoquímico con α-SMA. 
 
 Este análisis inmunohistoquímico permitió el recuento de vasos de pequeño 
calibre (diámetro≤25μm) como estimación de la neovascularización del tejido cardiaco 







Figura 48.-Análisis inmunohistoquímico de neovascularización con tinción positiva de 
alpha-actina derivada de músculo esponjoso (α-SMA). Muestras de tejido cardiaco derivadas 
de los distintos grupos de tratamiento incluidos en el estudio. A: Grupo control. B: Grupo 
CMNs. C: Grupo MSCsTA. D: Grupo MSCsMO. Objetivo 20×. Escala 100µm. 
Pequeños vasos de nueva formación con diámetro ≤ 25µm. 
 
 El número de vasos de pequeño calibre en las muestras de tejido cardiaco 
pertenecientes al grupo de ratas tratadas con MSCsMO (98,25±41,38 vasos/HPF) fue 
significativamente mayor al recuento obtenido en las muestras derivadas de los grupos 
tratados con placebo (14,64±10,18 vasos/HPF; p=0,008) y con CMNs (41,1±29,95 
vasos/HPF, p=0,042). 
 
 En comparación con el grupo de ratas tratadas con MSCsTA (43,83±36,21 
vasos/HPF), el recuento de vasos de pequeño calibre resultó mayor en el grupo tratado 
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Figura 49.-Análisis cuantitativo del número de vasos de pequeño calibre (≤ 25µm) en el 
tejido miocárdico por campo de alta de definición (HPF) en objetivo 20×. Los datos se 
representan como media±DE del grupo experimental. 
* p ≤ 0.05 vs grupo CMNs 
† p≤0,05 vs grupo placebo 
 
 Del análisis morfo-histológico realizado en las muestras de tejido cardiaco 
derivadas de los grupos tratados con células, pero no en las del grupo placebo, se 
identificó un tipo celular contráctil, denominado “Pericito” o “Célula de Rouget”, 
característico por su marcaje positivo con α-SMA (Fig. 50). 
 
 Los pericitos poseen capacidad de diferenciación a células endoteliales maduras 
y fibras musculares lisas, inducen procesos neoangiogénicos en el tejido en el que se 




 En el tejido cardiaco analizado se localizaron pericitos alrededor de las células 
endoteliales que formaban parte de la envoltura de los capilares pequeños 
neoformados. En el grupo tratado con CMNs se observó la mayor concentración de 
pericitos en comparación con los grupos tratados con MSCs, entre los que la 
concentración de pericitos fue muy similar. 
 
   
   
Figura 50.-Pericitos (  ) identificados en el tejido miocárdico de cada uno de los grupos 
del estudio por microscopía óptica. Tinción α-Smooth Muscle Actine. A: Grupo control. B: 









2.8.- ANÁLISIS ULTRAESTRUCTURAL DEL TEJIDO MIOCÁRDICO 
 
 De los 50 corazones extraídos a las ratas que finalizaron el estudio el día +70, se 
procesaron 12 corazones para el análisis ultraestructural del tejido miocárdico mediante 
microscopía electrónica de transmisión (n=3/grupo). 
 
 En el análisis del total de muestras se distinguieron claramente cuatro tipos de 
fibras cardiacas según el estado de organización de los elementos celulares y del estado 
de regeneración observado. 
 Un primer tipo de fibras identificadas fueron las fibras en necrosis. 
En estas fibras se observó una gran desorganización a nivel ultraestructural, con 
miofilimentos desintegrados como consecuencia del proceso de necrosis por 
coagulación de las proteínas contráctiles, desaparición casi total de las miofibrillas, 
orgánulos intracitoplasmáticos membranosos vacuolizados y mitocondrias tumefactas 
con crestas desintegradas. A nivel nuclear estas fibras mostraron una cromatina muy 
densa y contornos irregulares (Fig. 51). 
 
   
Figura 51.-Fibra cardiaca en necrosis. 1, Contorno nuclear irregular. 2, Cromatina densa. 3, 





 Las fibras clasificadas como degeneradas presentaban pérdida importante de 
miofibrillas como consecuencia del proceso de coagulación aunque también se 
observaron miofibrillas en buen estado de conservación con bandas estriadas evidentes, 
mitocondrias con pérdida parcial de las crestas y dilatación de las conservadas, retículo 
sarcoplásmico y aparato de Golgi con cisternas también dilatadas. 
A nivel nuclear se observó dilatación de la envoltura nuclear y contorno muy irregular 
(Fig. 52). 
 
   
Figura 52.-Fibra cardiaca degenerada. 1, Contorno nuclear irregular y dilatado. 2, Cromatina 
densa. 3, Organoide dilatado. 4, Mitocondria tumefacta. 5, Pérdida de miofibrillas. 6, 
Miofibrillas bien conservadas con bandas estriadas. A, Escala 2µm. B, Escala 5µm. 
 
 Se observó un tercer tipo de fibras en recuperación con miofibrillas bien 
organizadas y estrías evidentes.  
En este tipo de fibras se identificaron desmosomas en forma de cúmulos irregulares, 
propios de fibras poco diferenciadas en fase de organización y recuperación, y 





   
Figura 53.-Fibra cardiaca en recuperación. 1, Organoide dilatado. 2, Mitocondria con 
pérdida parcial de crestas. 3, Mitocondria íntegra. 4, Cúmulo irregular de desmosomas. 5, 
Desmosomas bien alineados. 6, Miofibrillas conservadas con bandas estriadas. 7, Pérdida de 
miofibrillas. A, Escala 2µm. B, Escala 5µm. 
 
 Finalmente, el cuarto tipo de fibra observado en el análisis ultraestructural del 
tejido miocárdico fueron fibras recuperadas las cuales presentaban miofibrillas bien 
organizadas y estrías muy evidentes, abundantes mitocondrias perfectamente 
conservadas y desmosomas alineados en bandas transversales las cuales se 
correspondían con los discos intercalares. 
La disposición de estos desmosomas fue la característica principal que determinó la 
recuperación de estas fibras cardiacas (Fig. 54). 
 
   
Figura 54.-Fibra cardiaca recuperada. 1, Mitocondria con crestas íntegras. 2, Desmosomas 
alineados. 3, Miofibrillas con bandas estriadas. 4, Cúmulo irregular de desmosomas. 5, 
Desmosomas alineados. 6, Miofibrillas conservadas con bandas estriadas. 7, Pérdida de 




 En el análisis de las muestras de tejido cardiaco realizado en cada grupo de ratas 
se observó que la proporción de los distintos tipos de fibras era diferente. En la tabla 10 
se muestran las proporciones en las que cada tipo de fibra se presenta en los distintos 
grupos de tratamiento incluidos en el estudio. 
 
 
Tabla 10.-Porcentaje de cada tipo de fibra, según su 
organización ultraestructural, por grupo de tratamiento 















Fibras en necrosis 49,84% 12,61% 5,51% 4,50% 
Fibras degeneradas 30,30% 20,43% 8,17% 6,66% 
Fibras en recuperación 9,53% 26,81% 44,60% 45,02% 
Fibras recuperadas 10,33% 40,16% 41,71% 43,83% 
  
 En las muestras de miocardio derivadas del grupo placebo las fibras en necrosis 
se presentaron como predominantes seguidas de las degeneradas, en menor proporción. 
La presencia de fibras en recuperación o recuperadas fue muy reducida. 
 
 En las muestras de tejido cardiaco de los grupos de ratas tratadas con MSCs, 
tanto derivadas de TA como de MO, se observó que las fibras que se presentaban en 
mayor proporción eran fibras en recuperación y fibras recuperadas, siendo muy 
reducido el porcentaje de fibras degeneradas y en necrosis. 
 
 La proporción obtenida en el grupo tratado con CMNs fue intermedia entre la 
observada en el grupo placebo y los grupos tratados con MSCs. En este grupo se 




 Las fibras en recuperación y las degeneradas se presentaban en proporciones 
muy similares siendo mucho más reducida la presencia de fibras en necrosis. 
 
 Estos resultados derivados del análisis ultraestructural del tejido cardiaco de 
cada uno de los grupos de ratas del estudio corroboran los descritos anteriormente en el 
análisis histológico (pto. 2.5). 
 
 En ambos análisis se han observado importantes diferencias morfológicas entre 
el grupo placebo y los grupos tratados con MSCs, tanto derivadas de TA como de MO. 
 
 También se han descrito en ambos resultados importantes diferencias entre el 
grupo placebo y el tratado con CMNs aunque estas diferencias han sido menos 
evidentes a nivel morfológico. 
 
 Además del análisis de las características morfológicas de los pericitos, 
previamente identificados en la tinción inmunohistoquímica con α-SMA (pto. 2.7), se 
observó que sólo los pericitos localizados en el tejido cardiaco correspondiente al 
grupo tratado con MSCsMO presentaban una morfología típica de pericitos 











Figura 55. Detalle por microscopía electrónica de pericitos identificados en el tejido 
cardiaco de los distintos grupos de estudio. A: Grupo control. B: Grupo CMNs. C: Grupo 
MSCsTA. D: Grupo MSCsMO. Escala imagen microscopio electrónico de transmisión 2µm. 
Fondo de imagen: Tejido cardíaco teñido con α-SMA para marcaje de Pericitos (  ) por 













 Los resultados del trabajo demuestran que la inyección intramiocárdica de 
MSCs, derivadas de MO y de TA, mejora la función ventricular e induce más procesos 
angiogénicos en el tejido cardiaco dañado que la inyección de CMNs en un modelo de 
MCD en rata. 
 Además, las MSCs derivadas de MO poseen mayor efecto antifibrótico y mejor 
capacidad de reorganización de las fibras miocárdicas respecto al resto de tipos 
celulares. 
 
 Para el desarrollo de este estudio se ha utilizado un modelo animal de MCD, 
validado por la literatura, en el cual la inducción inicial de miocarditis autoinmune 
evoluciona hasta una fase crónica que presenta características similares a la MCD 
humana como son la insuficiencia cardiaca severa con afectación de la función sistólica 





 La inyección del producto celular o placebo se ha llevado a cabo el día +42 del 
estudio, cinco semanas tras la inducción de la MCD, periodo de tiempo en el cual se ha 
demostrado que se produce una evolución de la histopatología cardiaca hacia una 
miocarditis cicatrizada, con desaparición de los infiltrados mononucleares, propios del 
proceso inflamatorio, y un incremento del área fibrótica en el tejido cardiaco lo cual 






 Estudios previos han demostrado que el trasplante de diversos productos 
celulares produce una mejoría de la función cardiaca en modelos animales de MCD 
inducida por diversos métodos. 
 
 En una revisión sistemática publicada por Gho et al. 
105
 se han incluido 
veintinueve artículos relevantes que reportan resultados de terapia celular en diversos 
modelos animales de MCD. En veinticuatro de estos veintinueve artículos se 
demuestra recuperación de la función ventricular izquierda, entre un 3% y un 24%, sin 
eventos adversos importantes. 
 
 Sin embargo, la gran heterogeneidad que existe entre estos estudios, respecto al 
modelo animal seleccionado de MCD (autoinmune, inducida con doxorrubicina o con 
el uso de animales genéticamente seleccionados), al tipo de células administrado 
(identificados hasta nueve tipos celulares diferentes entre estos estudios), a la dosis 
celular administrada, a la ruta de administración (vía intracoronaria, intravenosa, 
intramuscular o mediante injerto laminar) o a la selección del punto final del estudio, 
hace que resulte complicado obtener una conclusión sólida sobre cuál es el tipo celular 
más efectivo, si es alguno más favorable respecto a otro, para obtener una mayor 
recuperación del daño cardiaco causado por la MCD. 
 
 En este sentido, nuestro trabajo ofrece por primera vez una comparación directa 
entre los tipos celulares más utilizados en estudios previos tanto en modelos 
preclínicos como en ensayos clínicos. 
 
 En primer lugar hemos caracterizado fenotípica y funcionalmente los tres tipos 
celulares objeto del estudio. 
 
 Respecto a la población de CMNs, en el análisis fenotípico de las distintas 
alícuotas hemos observado que los marcadores CD34 y CD117 se presentan en menos 
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del 10% de la población, el marcador CD45 en más del 50% y el marcador CD133 en 
menos del 1% de la población de CMNs analizadas. Todos estos porcentajes se 
encuentran dentro de los límites publicados para MO de rata normal a excepción del 
porcentaje de CD133 que resulta ligeramente inferior, aunque los límites de 
normalidad en la literatura son muy variables (entre 15% y 2,1%) 
94,103,106,107
. 
 A nivel ultraestructural, todas las alícuotas de CMNs utilizadas en nuestro 
trabajo son morfológicamente similares, con características intracelulares normales y 
constituidas por dos subpoblaciones principales: monocitos y linfocitos.  
 Este análisis morfológico nos permite afirmar que ni el proceso de 
fraccionamiento de la MO ni los procedimientos de congelación y descongelación 
celular previos alteran la ultraestructura celular a nivel citoplasmático ni nuclear, y 
además mantienen un elevado nivel metabólico para el desarrollo de funciones 
paracrinas, propias de esta población celular, ampliamente estudiadas debido al 




 Respecto al estudio in vitro realizado en MSCsMO y MSCsTA, hemos 
caracterizado las dos poblaciones celulares fenotípica y funcionalmente a lo largo de 
cinco pases de cultivo en función de cuyos resultados hemos seleccionado finalmente 
los pases de cultivo de cada población que han sido administrados a los animales en el 
estudio in vivo. 
 Si bien son abundantes en la literatura los datos comparativos entre MSCs de 
distinto origen tisular 
34,38
, no existen estudios previos que comparen las características 
fenotípicas y funcionales de las MSC de rata en distintos pases de cultivo. 
 La caracterización fenotípica, realizada mediante cuantificación de la 
expresión de los marcadores de membrana CD90, CD29, CD45 y CD34, ha mostrado 
que el porcentaje de cada uno de ellos varía a lo largo de los pases de cultivo en las dos 




 La definición de los valores de cada uno de los marcadores en las MSC de rata 
se encuentran ampliamente consensuados en al literatura, de forma que se define como 
MSC aquellas poblaciones que presentan un porcentaje mayor o igual al 95% respecto 
a los marcadores CD90 y CD29, y un porcentaje menor o igual al 5% para los 
marcadores CD45 y CD34 
73,109,110
. Según estos criterios, las poblaciones de MSCsMO 
que presentan un fenotipo verdadero de célula mesenquimal son las obtenidas en el 
pase 2 y en el pase 5 del cultivo. En cambio, para las MSCsTA, las verdaderas 
poblaciones de MSCs en función de su fenotipo se presentan en los pases de cultivo 2, 
3, 4 y 5. 
 Respecto a la capacidad de diferenciación a las tres principales líneas 
mesodérmicas, lo que constituye otro de los criterios de definición de las MSCs, en el 
presente estudio hemos demostrado que la población de MSCsMO presenta máxima 
capacidad de diferenciación a adipocitos y osteocitos en pase 2 de cultivo, mientras que 
la población de MSCsTA la presenta en pase 5. La capacidad de diferenciación a línea 
condrocítica es muy similar en las dos poblaciones siendo máxima en ambos casos en 
los pases 4 y 5. 
 Son escasos los estudios publicados en los que se compara la capacidad de 
diferenciación de distintas poblaciones de MSC 
109,110
. Uno de estos estudios 
publicados 
109
 compara el potencial de diferenciación de MSCsMO, MSCsTA y MSCs 
derivadas de cartílago, expandidas en pase 3 de cultivo, y demuestra que las MSCsTA 
poseen mayor capacidad de diferenciación adipocítica, las MSCsMO mayor potencial 
osteogénico, mientras que potencial de diferenciación condrocítico es similar. Estos 




 Como parte de la caracterización funcional de las MSCsMO y las MSCsTA 
hemos determinado la capacidad de secreción de factores solubles a lo largo de los 
diferentes pases de cultivo. Hemos demostrado que las MSCs expandidas in vitro, 
independientemente del origen medular o adiposo, poseen una capacidad de secreción 
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de factores relacionados con procesos vasculogénicos y angiogénicos, como el VEGF, 
antifibróticos, como el TGF-β1 y de proliferación celular, como el FGFb, muy similar a 
lo largo de los cinco pases de cultivo estudiados. Además, entre ambas poblaciones 
celulares no existen diferencias significativas respecto a su capacidad de secreción de 
dichos factores. 
Un resultado interesante que podemos destacar es la tendencia de las MSCsTA, 
mantenida a lo largo de los diferentes pases, de secretar más VEGF en comparación 
con las MSCsMO aunque esta diferencia no resultó estadísticamente significativa. 




 En base a estos resultados del estudio in vitro de cada población de MSCs, 
hemos seleccionado para su administración como tratamiento en el modelo animal de 
MCD desarrollado en el estudio in vivo, el pase de cultivo en el cual las células han 
cumplido todos los criterios fenotípicos y funcionales propios de células 
mesenquimales: pase 2 para las MSCsMO y pase 5 para las MSCsTA.  
 Morfológicamente hemos confirmado que a nivel intracelular no existe 
ninguna diferencia entre la población de MSCsMOp2 y la población MSCsTAp5 que 
pueda influir en su capacidad para la recuperación del daño cardiaco. 
Las diferencias observadas a nivel ultraestructural consisten en que las MSCsMOp2 
son morfológicamente más esféricas, presentan orgánulos distribuidos de forma 
irregular en su endoplasma y carecen de exosomas con gránulos de glucógeno-β en su 
interior 
112
, y las MSCsTAp5 presentan mayor número de prolongaciones en su 
membrana plasmática, orgánulos distribuidos de forma regular en el citoplasma y 




 Esta selección realizada en ambas poblaciones celulares constituye el primer 
objetivo específico del presente trabajo y aporta una valiosa información acerca de uno 
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de los puntos críticos en la literatura respecto a la selección de la población celular a 
utilizar en terapia celular para que los resultados sean comparables. 
 
 El segundo objetivo específico del presente estudio ha sido alcanzado con el 
desarrollo del estudio in vivo en el cual hemos comparado los efectos de la inyección 
intramiocárdica de los tres tipos celulares seleccionados (CMNs, MSCsTAp5 y 
MSCsMOp2) sobre la recuperación funcional y morfoestructural del tejido cardiaco 
dañado por la MCD inducida en el modelo murino desarrollado. 
 
 Para determinar el grado de recuperación funcional del miocardio, cuantificado 
mediante ecocardiografía, hemos utilizado dos métodos de medida: el primero ha sido 
la comparación de los resultados de la función ventricular el día +42, previo a la 
administración del producto celular, respecto a los resultados obtenidos el día +70, y el 
segundo la comparación en día +70 de los parámetros ecocardiográficos obtenidos en 
el grupo control respecto al resto de grupos tratados con células. 
 Nuestros resultados han demostrado que tras la inyección de MSCsMO se 
produce una mejoría final neta de la FE, FA, DFS y del VFS en el día +70 respecto a 
los valores previos a la infusión celular, el día +42, no observándose esta mejoría en 
los animales tratados con placebo, CMNs o MSCsTA. En consecuencia, el día +70 la 
función ventricular resultó significativamente mejor en los animales tratados con 
MSCsMO que en los que recibieron placebo o CMNs. 
 Estos resultados son comparables con los obtenidos en estudios publicados 
previamente en los que se ha testado cada tipo celular de forma aislada. Así, en el 
estudio de Nagaya et al. 
73
 la administración de una dosis de MSCsMO de 5x10
6
 
células en un modelo de MCD tras miocarditis autoinmune produjo una disminución 
significativa de la presión telediastólica y un incremento de la dP/dt máxima del VI 
respecto al grupo control.  
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 Por el contrario, en otro estudio publicado 
114
 la infusión de 1,2x10
6
 CMNs en un 
modelo de MCD inducida por doxorrubicina no produjo diferencias significativas 
respecto a la infusión de placebo en cuanto al diámetro telesistólico, la FA y presión 
telediastólica, si bien se redujeron en el grupo trasplantado ciertos signos de 
insuficiencia cardiaca (peso del corazón, ascitis y concentración sérica de BNP) 
115
. 
 Respecto al tercer tipo celular incluido en nuestro estudio, los resultados 
derivados de la determinación de la función ventricular en los animales que recibieron 
MSCsTA han demostrado unos valores de FE y FA el día +70 significativamente 
superiores a los observados en el grupo control aunque los valores de estos parámetros 
ecocardiográficos en día +70 no se incrementan de forma significativa respecto a sus 
propios valores del día +42. 
 La información que existe en la literatura sobre las MSCsTA relacionada con 
su capacidad de recuperación del daño causado por la MCD, tras ser administradas por 
vía intramiocárdica, es muy reducida. 
 Uno de los estudios publicados es el realizado por Lin et al. 
96
 quienes 
observaron una recuperación del 4,1% de la FE del VI respecto al grupo control y, al 
igual que en nuestro estudio, no observaron diferencias estadísticamente significativas 
respecto a los valores previos a la administración del tratamiento. 
 
 Así, resumiendo todos los resultados derivados del estudio ecocardiográfico de 
la función ventricular obtenidos a partir de las distintas comparaciones realizadas, 
podemos concluir que las MSCsMO son capaces de mejorar significativamente todos 
los parámetros de función ventricular excepto los relacionados con las dimensiones 
diastólicas. 
Además, las MSCsTA favorecen un incremento de la FE y la FA de forma que resultan 
superiores a los valores observados en los animales que recibieron CMNs o placebo, si 
bien esta mejoría final observada no es significativa respecto a sus propios valores en 




 En este sentido, nuestros resultados confirman los publicados previamente para 
cada tipo celular de forma individual proporcionando ppor primera vez una 
comparación directa entre los tres tipos celulares estudiados en un mismo modelo de 
MCD. 
 
 Respecto al examen histológico, las diferencias entre los grupos concuerdan con 
los resultados obtenidos en la recuperación de la función cardiaca final.  
Las muestras de tejido cardiaco procedentes de ratas tratadas con MSCsMO muestran 
principalmente fibras cardiacas morfológicamente normales con núcleos centrales, 
miofibrillas bien desarrolladas y estriaciones trasversales de las propias fibras bien 
organizadas, en contraste con las características que presentan las muestras de tejido 
procedentes del grupo tratado con placebo en las que la mayoría de las fibras se 
encuentran en un estadío necrótico. 
Las muestras derivadas del grupo MSCsTA o CMNs muestran niveles intermedios de 
daño entre los observados en el grupo control y los observados en el grupo MSCsMO. 
 
 El análisis de la ultraestructura de las fibras cardiacas, a pesar del reducido 
número de muestras analizado (tres por grupo), parece confirmar las observaciones 
histológicas. Hemos identificado importantes diferencias en el nivel de daño presente 
en las muestras derivadas del grupo control, máximo daño, comparado con el mínimo 
daño observado en el grupo MSCsMO. En los grupos tratados con MSCsTA y con 
CMNs el nivel de daño observado ha sido intermedio. 
 
 Respecto al análisis cuantitativo de las fibras de colágeno, hemos demostrado 
que el tejido cardiaco procedente de los animales tratados con MSCsTA presenta un 
porcentaje de fibras de colágeno muy elevado y similar al del grupo control, al 
contrario que los animales tratados con CMNs los cuales muestran un porcentaje 
significativamente inferior a dicho grupo control. 
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Esta reducción es aún mayor en las muestras derivadas de animales tratados con 
MSCsMO en comparación con el grupo control. 
 
 Estos resultados confirman los publicados en estudios previos en los que se 
demuestra que tanto el trasplante de CMNs 
116
 como el de MSCsMO 
73
 puede reducir 
el volumen de la fracción de colágeno por medio de la disminución de la sobre-
expresión de metaloproteinasas por parte de la matriz, sobreexpresión generada por el 
estrés inducido en el tejido por el propio proceso fibrótico, y además aportan 
evidencias directas sobre la mayor capacidad de las MSCsMO para reducir la 
acumulación de fibras de colágeno en el remodelado ventricular en comparación a las 
CMNs. 
 
 En el análisis de la microvasculatura del miocardio hemos demostrado que el 
número de pequeños vasos en los corazones de animales tratados con MSCs es 
significativamente mayor respecto a los tratados con CMNs o placebo. 
 Muchos estudios han demostrado que la microvasculatura intramiocárdica, 
identificada como vasos de calibre ≤ 200 µm de diámetro, podría ser la responsable 
directa del suministro de sangre al tejido dañado y se encuentra reducida en pacientes 
que padecen MCD en comparación con individuos sanos 
117
. 
A pesar de este hecho, en estos pacientes se produce un incremento significativo del 
número de células CD34+ circulantes y de progenitores endoteliales asociado con 
niveles elevados en suero de VEGF cuando se encuentran en un estadío temprano de la 
MCD, reduciéndose estos niveles cuando la insuficiencia cardiaca empeora 
118
. 
También se ha establecido una asociación directa entre la perfusión del miocardio y el 
mal pronóstico de la MCD 
119
. 
 Por tanto, y en base a estos resultados, podemos argumentar que la mejoría 
inducida por las MSCs sobre la microvasculatura del tejido miocárdico podría haber 
Discusión 
196 
contribuido, al menos en parte, a la mayor recuperación de la función ventricular en 
estos grupos de animales. 
 
 En este sentido, es interesante considerar las diferencias encontradas en nuestro 
estudio en la concentración sérica de VEGF entre los grupos de animales. Así, aunque 
las CMNs causan un pico significativamente superior a todos los demás grupos durante 
las primeras 24 horas, la inyección de MSC, pero no de CMN, producen niveles 
persistentemente elevados de VEGF hasta el día +70. Este mantenimiento de los 
niveles de VEGF en el suero condiciona, muy probablemente, el incremento de la 
microvasculatura que hemos observado en los dos grupos de animales tratados con 
MSCs. 
 Estos resultados complementan estudios publicados que demuestran un segundo 
posible efecto de las MSCs sobre la microvasculatura consistente en la expresión de α-
actina y factor de von Willebrand por las MSCs, tras la inyección intramiocardica en 




 Son varios los mecanismos de acción que han sido propuestos para explicar la 
mejoría observada en la función cardiaca tras la administración de diversos productos 
de terapia celular en procesos tanto isquémicos como no isquémicos. 
 Uno de estos mecanismos podría ser el demostrado por Nagaya et al. 
73
 quienes 
observaron que las MSCsMO poseían la capacidad de integrarse en el tejido 
miocárdico y de expresar marcadores cardiacos como Desmina, Troponina-T y 
Conexina-43. 
 En nuestro trabajo no hemos investigado la capacidad de integración de las 
células administradas en el tejido miocárdico; sin embargo, entre los trabajos 
publicados parece existir un acuerdo general sobre esta capacidad de las MSCsMO 




 El mecanismo de acción de las MSCs consiste, más probablemente, en una 
combinación de procesos mediados por citoquinas entre los que se incluyen la 
angiogénesis y la miogénesis, así como efectos antiapoptóticos y antifibróticos. 
 En la literatura existen estudios diseñados con el objetivo de clarificar algunos 
de estos mecanismos, en los que se ha comparado el perfil transcriptómico de las MSC 
con el de los progenitores derivados de MO 
120
 demostrándose que las MSCs sobre-
regulan la expresión de genes relacionados con la proliferación de músculo liso y 
músculo miocárdico, con la morfogénesis ventricular y con las respuestas angiogénica 
y antiinflamatoria más que los progenitores de MO. 
 Respecto a posibles diferencias entre las MSCsMO y MSCsTA, estudios 
realizados han demostrado que ambos tipos celulares poseen una capacidad de 
expresión similar de citoquinas relacionadas con la proliferación celular, la quimiotaxis 
y la respuesta inmune, sin embargo las MSCsMO presentan mayores niveles de 
expresión de citoquinas relacionadas con la angiogénesis y las MSCsTA de aquellas 
relacionadas con la respuesta inflamatoria. Además, sólo las MSCsTA son capaces de 
inducir una regulación negativa de la proliferación de músculo de liso. 
 Según estos resultados, los dos tipos de MSCs muestran un potencial terapéutico 
diferente. Sin embargo, en el contexto general de la reparación cardiovascular, el 
conjunto de mecanismos terapeúticos potenciales ofrecidos por los componentes 
secretados por las MSCs incluyen la preservación del tejido mediante los efectos 
antiapoptóticos y promitóticos, la neovascularización, la respuesta antiinflamatoria 
mediante procesos antifibróticos y supresión de células inflamatorias, y la activación 




 Por otro lado, es importante tener en cuenta que el modelo de daño miocárdico 
utilizado en el presente estudio, y en los desarrollados por otros investigadores 
73
 para 
simular la MCD humana, es de origen autoinmune 
120
, y que es bien conocido el 
Discusión 
198 
potente efecto inmunosupresor de las MSCs, tanto derivadas de MO como de TA, 
efecto del que las CMNs carecen. 
 Por tanto, aunque el día +42 del estudio la fibrosis está plenamente establecida 
como sustitución del infiltrado inflamatorio, no es posible descartar totalmente el papel 
jugado por las MSCs a través de su capacidad inmunosupresora, al menos en parte, lo 
cual otorga, hipotéticamente, una ventaja a este tipo celular sobre las CMNs en la 
mejoría del daño miocárdico 
121-123
. 
 Sería necesaria la realización de más estudios para que pudiera ser aclarado este 
punto. 
 
 Finalmente, son numerosos los ensayos clínicos realizados, tanto por nuestro 
grupo 
124
 como otros 
125,126
, en los que se ha demostrado que la infusión de CMNs por 
vía intracoronaria produce una mejoría de la función ventricular izquierda en pacientes 
con MCD idiopática. 
 
 A pesar de no existir una explicación clara que justifique los resultados 
contradictorios obtenidos en el modelo animal respecto a los derivados de ensayos 
clínicos, podemos hipotetizar que dichas diferencias podrían ser debidas a las distintas 
rutas de administración seleccionadas (intracoronaria en los estudios clínicos versus 
intramiocárdica en nuestro estudio) y la complejidad en la patogénesis de la MCD en 













1.-Las MSCs derivadas de MO y de TA de rata Wistar de 9±2 semanas de edad son 
similares en cuanto a fenotipo celular, potencial de diferenciación y capacidad de 
secreción de VEGF, TGF-β1 y FGFb en los pases dos y cinco de cultivo 
respectivamente, lo que posibilita que la funcionalidad esperada en la recuperación del 
daño miocárdico en un modelo animal de MCD sea comparable. 
2.-La inyección intramiocárdica de MSCsMO en un modelo murino de MCD 
autoinmune inducida, mejora de un modo significativo la función cardiaca final (FE, 
FA, DFS, VFS), excepto en los parámetros relacionados con la función diastólica 
(DFD, VFD), en comparación con la función observada en el punto de máximo daño 
del estudio, previo a la administración del tratamiento, el día +42 del estudio.  
3.-La inyección intramiocárdica de MSCsTA incrementa la FE final y la FA final 
significativamente más que la inyección de placebo, si bien, dichos valores finales no 
son significativamente superiores a los obtenidos en el punto de máximo daño del 
estudio, previos a inyección.  
4.-A nivel ultraestructural, la reorganización y regeneración de las fibras cardiacas 
dañadas por la MCD en el modelo estudiado es superior tras la inyección 
intramiocárdica de MSCsMO respecto a la observada tras la inyección del resto de 
tratamientos, siendo dicha reorganización similar tras la inyección de CMNs y 
MSCsTA, y a su vez superor a la observada tras la inyección del placebo.  
5.-Las MSCsMO inyectadas en dia +42 en el miocardio en el modelo estudiado de 
MCD presentan una capacidad de inhibición y/o reparación del proceso fibrótico 
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significativamente superior a las CMNs y MSCsTA administradas el mismo día y por 
el mismo procedimiento. 
6.-La capacidad de generación de nuevos vasos de pequeño calibre en el miocardio 
dañado por la MCD por las MSCsMO inyectadas el día +42 del estudio es 
significativamente superior a la observada tras la inyección de las CMNs y las 
MSCsTA. 
7.-La inyección intramiocárdica de CMNs produce un aumento de la concentración 
sérica de VEGF a las 24 horas de dciha inyección, significativamente superior al 
observado tras la inyección de los otros dos tipos celulares estudiados, pero el día +70 
sólo los animales tratados con MSCs, tanto de MO como de TA, mantienen unos 
niveles de VEGF en suero elevados siendo además significativamente mayores los 
observados en los animales tratados con MSCsTA. 
8.-Considerados de forma global, nuestros resultados permiten concluir que las 
MSCsMO muestran en nuestro modelo de MCD una eficacia superior a los otros dos 
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